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POVZETEK 
Kortizol je glukokortikoidni hormon, ki nastaja zaradi odziva na stres in deluje pri imunskem 
odzivu in uravnavanju vnetja. Naša študija se je osredotočila na hidrokortizonsukcinat, ki se 
zaradi večje vodotopnosti in vazopresornega delovanja uporablja v obliki raztopin za injekcije 
in infuzije v terapiji hemodinamsko nestabilnih bolnikov. Ker je učinkovina v vodnem mediju 
izredno nestabilna, se nahaja v obliki liofilizata, ki se tik pred uporabo raztopi. Osrednji namen 
naloge je bil ovrednotiti stabilnost hidrokortizonsukcinata v raztopinah za infundiranje pri 
različnih pogojih shranjevanja, ki posnemajo realne pogoje in na osnovi dobljenih rezultatov 
podati priporočila za njegovo uporabo v bolnišnicah. 
Za namen vrednotenja stabilnosti smo najprej preizkusili nekaj literaturnih HPLC-UV metod. 
Izbrali in optimizirali smo metodo s kratkim časom analize, kateri smo na osnovi stresnih 
vzorcev potrdili stabilnostno indikativnost in jo nato ustrezno ovrednotili v skladu s smernicami 
ICH. Nato smo preverili vpliv različnih dejavnikov na stabilnost učinkovine v vodnih 
raztopinah, ki smo jo tudi kvantitativno ovrednotili na osnovi konstant reakcijske hitrosti 1. reda. 
Ugotovili smo, da na stabilnost hidrokortizonsukcinata bistveno vpliva temperatura in potrdili 
zelo dobro skladanje z Arrheniusovo premico. pH raztopine ima prav tako velik vpliv - najbolj 
stabilen je pri pH med 6 in 7, najmanj pa v bazičnem mediju. V vodnem mediju je njegova 
obstojnost slabša kot v organskem topilu, medtem ko ima koncentracija učinkovine manjši vpliv 
na stabilnost.   
V sklopu stabilnostne študije na raztopinah za infundiranje smo pripravili štiri raztopine 
učinkovine, pri dveh različnih koncentracijah (1 in 4 mg/mL) in v dveh topilih (fiziološka in 
glukozna raztopina), ki smo jih shranjevali zaščitene in nezaščitene pred svetlobo ter pri sobni 
temperaturi in 30 °C. Ugotovili smo, da že majhna sprememba v temperaturi bistveno vpliva na 
upad koncentracije učinkovine. Svetloba, vrsta topila in razlike v pH vrednostih infuzijskih 
raztopin pa niso znatno vplivale na stabilnost učinkovine. Nekoliko boljšo stabilnost smo zaznali 
pri glukozni raztopini s koncentracijo 1 mg/mL, medtem ko v fiziološki raztopini ni bilo zaznati 
razlik v stabilnosti med obema koncentracijama učinkovine. Ugotovljeni rok uporabnosti (upad 
5 % učinkovine) z upoštevanjem intervala zaupanja raztopin za infundiranje je med 22 in 26 ur 
pri sobni temperaturi oz. med 5 in 7 ur pri 30 °C.   
Ključne besede: hidrokortizonsukcinat, raztopine za infundiranje, HPLC-UV, stabilnost 
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ABSTRACT 
Cortisol is a glucocorticoid hormone produced in the adrenal cortex of the human body as a 
response to stress. Our study focused on hydrocortisone succinate, which has high water 
solubility, and is used in form of injections and infusions as a vasopressor in the treatment of 
hemodynamically unstable patients. Since it is extremely unstable in aqueous solutions, it is 
formulated as a lyophilisate, which is dissolved shortly before use. The aim of the master's thesis 
was to evaluate the stability of hydrocortisone succinate in solutions for infusion under various 
storage conditions, which mimic real usage conditions, and to provide evidence based 
recommendations for its use in hospitals. 
Selected literature HPLC-UV methods were tested and the most suitable was additionally 
optimized in order to achieve stability-indicative method with short run times. The method was 
evaluated in accordance with the ICH guidelines and confirmed by stress samples. The 
established method was applied to study the influence of various factors on the stability of 
hydrocortisone succinate in aqueous solutions, which was quantitatively evaluated by 1st order 
reaction rate constants. The stability of hydrocortisone succinate was significantly influenced 
by temperature, which showed very good agreement with the Arrhenius plot. The pH of the 
solution also had a major influence on stability - it was found most stable at pH between 6 and 
7 and least stable in alkaline medium. Its stability in aqueous solutions was lower than in organic 
solvent, whereas the concentration had no significant effect on its stability. 
In the stability study on solutions for infusion, hydrocortisone succinate solutions with 
concentration of 1 and 4 mg/mL in physiological saline and glucose were prepared, and stored 
protected and unprotected from light, at room temperature and at 30 °C. We found that even a 
small change in temperature has an extremely high influence on the decay rate. On the other 
hand, exposure to light, the solvent, the concentration and the small difference in the pH value 
did not significantly affect the stability of hydrocortisone succinate. Slightly higher stability was 
noticed in glucose solution at a concentration of 1 mg/mL, whereas no difference in its stability 
was observed between the two concentrations in physiological saline. The estimated shelf life 
(5 % decrease of the active substance), taking into account the confidence interval is between 
22 and 26 hours in infusion solutions stored at room temperature and between 5 and 7 hours if 
stored at 30 °C.  
Key words: hydrocortisone succinate, infusion solutions, HPLC-UV, stability  
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SEZNAM OKRAJŠAV 
AcOH: ocetna kislina 
ACN: acetonitril 
ACTH: adrenokortikotropni hormon (ang. Adrenocorticotropic Hormone) 
AUC: površina pod krivuljo (ang. Area Under the Curve) 
CRH: kortikoliberin (Corticotropin-releasing Hormone) 
CŽS: centralni živčni sistem 
Ea: aktivacijska energija 
FR: fiziološka raztopina 
GC: plinska kromatografija (ang. Gas Chromatography) 
GR: glukozna raztopina 
HCS: hidrokortizonsukcinat (ang. hydrocortisone succinate) 
HPLC: tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. High-Performance Liquid 
Chromatography) 
i.v.: intravensko 
i.m.: intramuskularno 
konc.: koncentracija  
LOD: meja zaznave (ang. Limit of Detection) 
LOQ: meja določitve (ang. Limit of Quantification) 
MS: masni spektrometer (ang. Mass Spectrometry) 
MQ: Milli-Q voda 
Ph. Eur.: Evropska farmakopeja (ang. European Pharmacopoeia) 
RH: relativna vlažnost (ang. Relative Humidity) 
RSD: relativni standardni odklon (ang. Relative Standard Deviation) 
SE: standardna napaka (ang. Standard Error) 
ST: sobna temperatura 
sv: svetloba 
TLC: tankoplastna kromatografija (ang. Thin-Layer Chromatography) 
USP: Ameriška farmakopeja (ang. United States Pharmacopeia) 
UV: ultravijolični 
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1 UVOD 
Steroidi so molekule z značilno steroidno strukturo, ki v človeškem telesu nastanejo iz holestana. 
Steroidne hormone delimo glede na strukturo in biološko vlogo v telesu na 6 večjih skupin: 
estrogeni, progestini, androgeni, mineralokortikoidi, glukokortikoidi in vitamin D. Strukturno so 
jim sorodne tudi žolčne kisline (1). 
Kortikosteroidi so hormoni, ki se sintetizirajo v nadledvični skorji, in jih delimo na 2 večji skupini, 
na mineralokortikoide in glukokortikoide. Glukokortikoidi so znani kot stresni hormoni in vplivajo 
predvsem na presnovo glukoze, medtem ko imajo mineralokortikoidi velik pomen pri elektrolitski 
homeostazi. Kortizol (slika 1) je najbolj znan glukokortikoid in je eden glavnih stresnih hormonov 
(2). 
 
Slika 1: Struktura kortizola 
1.1 Nastanek in mehanizem delovanja kortizola 
Izločanje kortizola poteka v nadledvični žlezi, ki je pod nadzorom hipotalamusa. Ko pride do 
stresnega stanja v telesu, npr. zaradi telovadbe, okužbe ali nervoze, se začne iz hipotalamusa 
sproščati kortikoliberin (CRH), ki nato v adenohipofizi povzroči nastanek in izločanje 
adenokortikotropnega hormona (ACTH), ta pa potem sproži nastanek kortizola v nadledvični žlezi. 
Kortizol nato po krvnem obtoku potuje do hipotalamusa in adenohipofize in zavira sproščanje 
CRH in ACTH, kar posledično vodi v znižanje nivoja kortizola v telesu. Telo tako kontrolira 
sproščanje kortizola z negativno povratno zanko (slika 2) (3, 4). 
Na delovanje hipotalamusa vpliva tudi cirkadiani ritem, kar pomeni, da imamo največjo 
koncentracijo kortizola v krvi zjutraj oz. v budni fazi, najmanjšo koncentracijo pa doseže zvečer 
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oz. ponoči, ko spimo. Pri ljudeh, ki delajo daljše časovno obdobje ponoči, je stanje obratno (6). 
Zaradi vpliva negativne povratne zanke je koncentracija kortizola v krvi čez dan relativno 
konstantna (5). 
 
Slika 2: Nastanek in uravnavanje kortizola v človeškem telesu 
Biosinteza kortizola, kot tudi ostalih steroidov, poteka iz holesterola (slika 3). Najprej pride do 
mobilizacije holesterola. iz zunanje v notranjo membrano mitohondrija. Ta prenos omogoča 
steroidogeni akutni regulatorni protein. V notranji membrani mitohondrija encim za cepitev 
stranske verige (CYP11A1, P450scc) katalizira pretvorbo holesterola v pregnenolon. Potem v 
gladkem endoplazemskem retikulumu CYP17A1 katalizira nadaljnjo 17α-hidroksilacijo 
pregnenolona v 17α-hidroksipregnenolon, ki pa se nato pretvori v 17α-hidroksiprogesteron s 
pomočjo 3 β–hidroksisteroid dehidrogenaze, nato pa še v 11-deoksikortizol s pomočjo 21-
hidroksilaze. Nazadnje, 11β-hidroksilaza (CYP11B1, P450c11β) v notranji membrani 
mitohondrija s hidroksilacijo zaključi sintezo kortizola (4, 8, 10). 
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Slika 3: Biosinteza kortizola iz holesterola (4, 8, 10) 
Kortizol deluje preko vezave na glukokortikoidne receptorje, s pomočjo katerih se prenese v 
celično jedro, kjer se veže na DNA in spodbudi oz. onemogoči transkripcijo mRNA. Tako vpliva 
na sintezo beljakovin različnih encimov, ki so v največji meri odgovorni za učinke 
glukokortikoidov po njihovi sistemski uporabi (7, 11). 
1.2 Klinična uporaba 
Večina celic v našem telesu ima receptorje za kortizol, kar posledično pomeni, da ima kortizol 
veliko različnih učinkov - odvisno od tega, na receptor katere celice se veže (6). Njegova prvotna 
funkcija je povečanje koncentracije glukoze v krvi preko povečane glukoneogeneze, ohranjanje 
zalog glukoze za možgansko funkcijo, zaviranje imunskega sistema in sodelovanje pri presnovi 
maščob, beljakovin in ogljikovih hidratov. Glukokortikoidi delujejo tudi na srce in ožilje, skeletne 
mišice ter osrednje živčevje. Povzročajo zadrževanje natrija in posledično tudi vode. Kortizol 
sodeluje tudi pri pomembnih procesih, ki imajo inzulinu nasproten učinek - stimulira izločanje 
želodčne kisline, zmanjša gradnjo kosti, predvsem pa je bio-označevalec stresa. Zaradi vpliva na 
številne kompleksne procese je posamezen učinek hidrokortizona skoraj nemogoče izolirati (5, 12, 
13).  
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Hidrokortizon je sintezna oblika kortizola, ki se uporablja v zdravilih in je učinkovina, ki jo 
najdemo na trgu v različnih kemijskih oblikah, predvsem kot ester različnih kislin, kar pa 
posledično pomeni različne fizikalno-kemijske lastnosti in omogoča, da je učinkovina v različnih 
farmacevtskih oblikah. Ker izkazuje več različnih učinkov, ima tudi različne namene uporabe. 
Zaradi njene lipofilnosti jo najdemo predvsem v različnih dermalnih izdelkih, predvsem v obliki 
acetata in butirata, v parenteralnih oblikah pa kot sukcinat in fosfat. 
Farmakološko se najbolj izkorišča njegovo akutno in kronično protivnetno in imuno-zaviralno 
delovanje. Dermalno ga uporabljamo pri različnih vnetnih dermatoloških stanjih, kot je na primer 
luskavica. Sistemsko ga uporabljamo peroralno, intravensko (i.v.) in intramuskularno (i.m.). 
Indiciran je pri naslednjih stanjih: hormonsko nadomestna terapija pri Addisonovi bolezni, za 
akutno zdravljenje spontanega hipoadrenokorticizma ali kot podporno zdravljenje pri 
pooperativnem zdravljenju po adrenalektomiji, v primeru šoka, pri katerem se organizem ne 
odziva na običajno zdravljenje, v primeru insuficience nadledvične žleze, pri raznih avtoimunskih 
boleznih, kjer je prisotno vnetje, na primer pri revmatoidnem artritisu, proti alergijam, imuno-
zaviralno pri presaditvi organov, v obliki aerosola pri alergijah, nosnih pršil pri alergijskem 
konjuktivitisu in rinitisu. Pri kapljicah za oči in dermalni uporabi se ob pravilni uporabi izognemo 
večjim sistemskim vplivom in tako neželenim učinkom (7, 18, 40). 
Ker imajo glukokortikoidi imuno-zaviralni učinek, so absolutno kontraindicirani pri stanjih, kjer 
je pomembno normalno delovanje imunskega sistema. To so različne bakterijske, virusne oz. 
glivične okužbe. Prav tako pa je kontraindiciran pri uporabi cepiv iz živih oslabljenih virusov (7). 
Klinična učinkovitost glukokortikoidov je tudi omejena zaradi presnovnih učinkov pri dolgotrajni 
uporabi teh zdravil, saj lahko povzročijo osteoporozo, povišan krvni tlak, dislipidemijo in 
inzulinsko odpornost (14). 
1.2.1 Protivnetni in imuno-zaviralni učinek 
V največji meri se izkorišča njegov protivnetni, imuno-zaviralni in protialergijski učinek (7). 
Vnetje je proces, ki se sproži ob poškodbi celic, pri čemer se sproščajo vnetni posredniki, kot so 
citokini. Ti nato povzročijo vazodilatacijo, povečano kapilarno permeabilnost in migracijo 
levkocitov na poškodovano mesto (14). 
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Hidrokortizon deluje tako, da povzroči aktivacijo oz. deaktivacijo določenih genov v celici, kot so 
geni za citokine in lipokortine. Zavira nastanek vnetnih posrednikov interlevkina-12, interferona-
γ in tumor nekrotizirajočega faktorja α s pomočjo antigen-predstavitvenih celic in celic Th-1, 
poveča pa nastanek interlevkina-4, interlevkina-10 in interlevkina-13 s pomočjo Th-2 celic. Preko 
tega lahko hidrokortizon povzroči selektivno zaviranje osi Th-1 celične imunosti in preusmeritev 
na Th-2 humoralno imunost. Ne gre torej za popolno zaviranje imunskega sistema. To pomeni, da 
lahko stres oz. povečana raven glukokortikoidov med imunskim odzivom in vnetjem zaščiti 
organizem pred prevelikim nastankom vnetnih citokinov in ostalih produktov makrofagov s 
potencialom pretirane poškodbe tkiva (15, 16). Lipokortini so celični proteini, katerih nastanek 
sproži transkripcija genov, odzivnih na glukokortikoide, in zavirajo fosfolipazo A2, posledično 
sproščanje arahidonske kisline iz celične membrane, torej nastanek prostaglandinov in 
levkotrienov, ki so posredniki vnetja (16). Hidrokortizon torej zmanjša vazodilatacijo, 
permeabilnost sten kapilar in migracijo imunoaktivnih celic v bližino vnetišča (7). 
1.2.2 Delovanje na presnovo ogljikovih hidratov, beljakovin in maščob 
Hidrkortizon kot glukokortikoid preko različnih mehanizmov povečuje koncentracije glukoze v 
krvi. Povzroča povečano izražanje glukoneogenetskih genov v jetrih. Deluje katabolno na 
beljakovine in zavira njihov anabolizem. Sproščene aminokisline pa se s pomočjo glukoneogeneze 
v jetrih pretvorijo v glukozo in glikogen. Absorpcija glukoze v perifernih tkivih se zmanjša, saj 
zavira privzemanje glukoze v mišičnih in maščobnih celicah z zaviranjem prenosa transporterja 
glukoze GLUT 4 na celično površino, kar lahko povzroči hiperglikemijo in glukozurijo. Ker telo 
odreagira kompenzatorno z izločanjem inzulina, da bi ohranjalo normalno koncentracijo glukoze 
v krvi, hidrokortizon lahko povzroči inzulinsko odpornost, še posebej pri bolnikih, ki so nagnjeni 
k sladkorni bolezni (7, 17). 
Glukokortikoidi delujejo lipolitično, zlasti na ude. Povečujejo tudi lipogenezo, kar je najbolj vidno 
na prsih in vratu. Vse to vodi do prerazporeditve maščobnih oblog (7). 
1.2.3 Delovanje na kosti  
Kortizol deluje na gene, ki se v veliki meri nahajajo v kostnih celicah. V in vitro pogojih nizka 
koncentracija kortizola povzroči povečano nastajanje osteoblastov, ki so odgovorni za izgradnjo 
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kosti, medtem ko pri višjih (terapevtskih) koncentracijah močno zmanjša število osteoblastov in 
tako tvorbo kosti. Hidrokortizon pa tudi pospešuje apoptozo zrelih osteoblastov in osteocitov, 
zavira diferenciacijo osteoblastov in pa apoptozo osteoklastov, ki so odgovorni za resorpcijo kosti. 
Na kosti deluje tudi posredno, in sicer zavira absorpcijo kalcija v gastrointestinalnem traktu in 
poveča njegovo izločanje skozi ledvice, kar upočasnjuje rast kostnih celic. Tako tudi posredno 
povzroča razgradnjo kostne matrice in nastanek osteoporoze (18, 19). Zniža pa tudi sintezo 
kolagena preko zaviranja genov za nastanek prokolagenske verige (20).  
1.2.4 Vpliv na elektrolitsko ravnovesje 
Hidrokortizon poveča glomerulno filtracijo in ledvični krvni pretok, kar vodi v izločanje fosfatov 
in kalija ter zadrževanje natrija in vode. Vzrok za tovrstno delovanje je pretvorba hidrokortizona 
pri večjih koncentracijah v aldosteron, ki pa deluje na mineralokortikoidne receptorje. Tako 
poveča tudi absorpcijo natrija in vode v črevesju (21). Pomanjkanje natrija pa ne vpliva na 
koncentracijo hidrokortizona, in v takih primerih hidrokortizon ne uravnava serumske 
koncentracije natrija (22).  
Hidrokortizon stimulira tudi izločanje želodčne kisline. Neposredno vpliva na izločanje vodikovih 
ionov v ledvicah preko povečanega izločanja amonijevih ionov z aktivacijo renalnega 
glutaminaznega encima (23, 24).  
1.2.5 Vpliv na centralni živčni sistem 
Glukokortikodi delujejo na centralni živčni sistem (CŽS) predvsem posredno, preko vpliva na 
krvne koncentracije glukoze, cirkulacijo in elektrolitsko ravnovesje. Neposredno delovanje na 
CŽS še ni povsem pojasnjeno. Vplivajo predvsem na razpoloženje, obnašanje in spomin. Kronično 
jemanje kortikosteroidov lahko povzroči celično smrt nevronov hipokampusa, kar pomeni, da 
lahko vpliva na kognitivne sposobnosti, ter na razvoj demence in depresije pri starejših ljudeh (34). 
1.2.6 Vpliv na mišice 
Za normalno delovanje mišic so pomembne normalne koncentracije tako glukokortikoidov, kot 
tudi mineralokortikoidov. Povišana koncentracija aldosterona, glavnega mineralokortikoida v 
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telesu, lahko povzroči mišično oslabelost zaradi hipokaliemije, medtem ko višji nivo 
glukokortikoidov v krvi lahko povzroči izgubo mišične mase zaradi povečane razgradnje 
proteinov. Pomanjkanje kortikosteroidov pa zaradi vpliva na cirkulacijo lahko povzroči manjšo 
zmogljivost progastih mišic, šibkost in utrujenost (35).  
1.2.7 Vpliv na krvno-žilni sistem in hematološki učinki 
Hidrokortizon vpliva na krvno-žilni sistem preko delovanja na minutni volumen srca, zadrževanja 
elektrolitov, sinteze adrenalina in koncentracije angiotenzina. Vpliva tudi na odzivnost srčne 
mišice, prožnost arteriol in permeabilnost kapilar. Pomanjkanje kortizola tako povzroča 
hipotenzijo, poveča kapilarno permeabilnost, zmanjšano vazomotorno odzivnost in manjši minutni 
volumen srca (36). Vpliv na krvne žile doseže tudi s protivnetnimi učinki, kot je zmanjšana 
vazodilatacija in hkratno povečano odzivnostjo na vazopresin. Z zmanjšanjem ekspresije kalijevih 
kanalov, ki so aktivirani s kalcijem, vpliva na prožnost žil, povečuje možnost ateroskleroze in 
trombemboličnih stanj (37).  
1.3 Toksičnost in pomanjkanje kortizola  
1.3.1 Toksičnost 
Previsoke vrednosti kortizola v telesu v daljšem časovnem obdobju poznamo kot Cushingov 
sindrom. Različni dejavniki lahko privedejo do previsokih koncentracij, pogosto so posledica 
tumorja, ki proizvaja ACTH, ali zaradi jemanja glukokortikoidov – na primer hidrokortizona (6). 
Pri Cushingovem sindromu povzroča kortizol kopičenje maščob na določenih predelih telesa, 
predvsem visceralno maščobo kar je najverjetneje povezano z inzulinsko odpornostjo. Znaki 
Cushingovega sindroma so hitro povečanje telesne mase, predvsem v predelu, prsih, trebuha in 
obraza, medtem ko so roke in noge vitkejše, pordel in okrogel obraz, visok krvni tlak, osteoporoza, 
modrice in vijolične strije, mišična šibkost, nihanje razpoloženja, ki se lahko kaže kot anksioznost 
in depresija, povečana žeja in uriniranje, neredna menstruacija, lahko tudi amenoreja (6, 24). 
Prva izbira pri zdravljenju Cushingovega sindroma je selektivna transfenoidna operacija hipofize. 
Kljub uspešni operaciji je tveganje za ponovitev bolezni veliko. Vedno več dokazov nakazuje, da 
lahko negativne fizične in psihosocialne posledice kroničnega hiperkortizolizma pri bolnikih s 
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Cushingovo boleznijo vztrajajo tudi dolgo časa po operaciji. Trenutne možnosti zdravljenja 
bolnikov s kirurškim posegom s trajno ali ponavljajočo se Cushingovo boleznijo vključujejo drugo 
operacijo, radioterapijo, dvostransko adrenalektomijo in zdravljenjem z zdravili (32). V zadnjem 
desetletju je zdravljenje z zdravili napredovalo od nekaj zaviralcev steroidogeneze do treh novih 
skupin zdravil: novih zaviralcev za steroidogene encime z manj neželenimi učinki, hipofizno 
usmerjenih zdravil, katerih cilj je zaviranje patofizioloških poti Cushingove bolezni in 
antagonistov glukokortikoidnih receptorjev, ki blokirajo delovanje kortizola (33).  
1.3.2 Pomanjkanje 
1.3.2.1 Addisonova bolezen 
Prenizka koncentracija kortizola je lahko posledica nezadostne  tvorbe hormona, katere izvor je v 
hipofizi ali nadledvični žlezi (6). Primarno adrenalno insuficienco imenujemo tudi Addisonova 
bolezen (25). Gre za relativno redko avtoimunsko bolezen, kjer pride do poškodbe nadledvičnih 
žlez, je pa velikokrat povezana tudi z drugimi avtoimunskimi boleznimi (26). Znaki bolezni se 
pojavijo postopoma in so precej nespecifični, kar oteži njeno diagnozo (25, 26). Pogosto se bolezen 
odkrije šele, ko pride do hujših znakov (26). Najpogostejši znak bolezni je izguba telesne mase, 
pojavi se lahko tudi utrujenost, omotica, mišična šibkost, spremembe razpoloženja, zatemnitev 
določenih predelov kože, hipotenzija (6, 25, 26). Diagnozo oteži tudi dejstvo, da je koncentracija 
kortizola v krvi spremenljiva in odvisna od cirkadialnega ritma in stresa, ki mu je oseba 
izpostavljena (26).  
Nezdravljena Addisonova bolezen predstavlja življenjsko ogrožajoče stanje, saj lahko privede do 
dehidracije, hipotenzije in cirkulatornega šoka, ki jo imenujemo Addisonova kriza. Če pride do 
takšnega stanja, je potrebna bolnišnična oskrba, zdravljenje pa navadno poteka z i.v. aplikacijo 
hidrokorizona, ko se izboljša stanje, pa bolniki doma jemljejo hidrokortizon v peroralni obliki. Gre 
za vseživljenjsko hormonsko nadomestno terapijo. Bolnikovo sodelovanje je zelo pomembno, saj 
se v nasprotnem primeru lahko Addisonova kriza ponovi. Velikokrat jo sproži tudi sepsa, kar lahko 
prikrije znake bolezni in še dodatno oteži diagnozo (26). 
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1.3.2.2 Nelsonov sindrom 
Nelsonov sindrom se nanaša na več simptomov, ki so posledica odvečnega izločanja ACTH iz 
makroadenoma hipofize. Do tega sindroma pride navadno po bilateralni adrenalektomiji in 
vključuje klinične znake, ki izvirajo iz lokalnih učinkov tumorja na okoliške strukture, sekundarne 
izgube drugih hipofiznih hormonov in učinkov visokih serumskih koncentracij ACTH v koži (27). 
Primarno zdravljenje je s transfenoidalno operacijo, pomožno zdravljenje pa vključuje 
radioterapijo in zdravljenje z zdravili (38).  
1.4 Farmakokinetične lastnosti hidrokortizonsukcinata 
1.4.1 Biološka uporabnost 
Pri intravenski uporabi zdravila pride celotna injicirana količina v krvni obtok. Z odmerkom in 
hitrostjo aplikacije kontroliramo koncentracijo učinkovine v krvi. Za i.v. aplikacijo se največkrat 
uporablja kemijsko modificirana učinkovina, hidrokortizonsukcinat (HCS), ki ima večjo topnost 
v vodi. Gre za esterificirano obliko hidrokortizona, kar pomeni, da se ester v krvi mora 
hidrolizirati, da dobimo aktivno obliko učinkovine (28).  
Absorpcija pri peroralni uporabi je popolna, z absolutno biološko uporabnostjo 100 %, če se 
upošteva skupna serumska koncentracija hidrokortizona, ni pa statistično različna, če se upošteva 
samo nevezana frakcija hidrokortizona. Ti podatki so pričakovani, saj je vezava na plazemske 
proteine nelinearna in hitro pride do nasičenosti, kljub temu, da se hidrokortizon v veliki meri veže 
na te proteine (29, 30). 
1.4.2 Porazdelitev 
Učinkovina se hitro odstrani iz krvnega obtoka in porazdeli v mišicah, jetrih, koži, črevesju in 
ledvicah, porazdeljuje se tudi v materino mleko in prehaja skozi placento (31). Pri i.m. aplikaciji 
zdravila je najvišja koncentracija v serumu dosežena približno 30–60 minut po odmerjanju. V krvi 
je v veliki meri vezana na serumske beljakovine, predvsem na transkortin, pa tudi na albumin, 
delež vezane oblike pa znaša približno 40-90 % (7). Prosta nevezana frakcija hormona je biološko 
aktivna, medtem ko vezana frakcija služi kot rezerva (31). 
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1.4.3 Biotransformacija in presnova 
Presnova hidrokortizona poteka večinoma v jetrih z njegovo pretvorbo v neaktivne glukuronide in 
konjugate z žveplovo kislino. 22 – 30 % i.v. ali i.m. danih odmerkov se izloči z urinom v 24 urah 
(7, 31). Hidrokortizon se presnavlja z 11-β hidroksisteroid dehidrogenaznim sistemom (11-β 
HSD), ki je sestavljen iz dveh encimov: 11-β HSD1 in 11-β HSD2. 11-β HSD1 s pomočjo 
kofaktorja NADPH pretvori biološko neaktivni kortizon v biološko aktiven hidrokortizon, 11-β 
HSD2 pa s pomočjo kofaktorja NAD+ pretvori hidrokortizon v kortizon. 11-β HSD1 torej skrbi 
za to, da se lokalne koncentracije hidrokortizona v določenem tkivu povečajo, 11-β HSD2 pa, da 
se le-te znižajo (11). Hidrokortizon se presnavlja tudi s pomočjo 5-α reduktaze in 5-β reduktaze v 
5-α tetrahidrokortizol  in 5-β tetrahidrokortizol (11).  
1.4.4 Izločanje 
Učinkovina se v obliki neaktivnih presnovkov in v manjši meri tudi nespremenjena izloči skozi 
ledvice, z blatom se izločijo le neznačilne količine (18). Razpolovna doba hidrokortizona je 90 
minut, kljub temu pa do glavnih bioloških učinkov pride z 2-8 urno zamudo. Za ohranjanje , 
visokih krvnih koncentracij moramo i.v. ali i.m. odmerjanje ponavljati na vsakih 4–6 ur (7, 31). 
1.5 Fizikalno kemijske lastnosti in stabilnost hidrokortizonsukcinata 
Natrijev hidrokortizonsukcinat (slika 4) je bel do belkast higroskopen, amorfen prašek z 
molekulsko maso 484,52 g/mol in tališčem pri 169,0-171,2 °C. Je zelo dobro topen v vodi (500 
mg/mL), topen je tudi v metanolu in 95 % etanolu (7, 40). 
 
Slika 4: Struktura natrijevega hidrokortizonsukcinata: natrijev (11-beta)-21-(3-karboksi-1-
oksopropil)-11,17-dihidroksipregn-4-en-3,20-dion 
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Hidrokortizon spada med kortikosteroide, ki so relativno slabo topni v vodi. Z esterifikacijo 
hidroksilne skupine s fosfatno oz. sukcinatno skupino se doseže večja hidrofilnost, zato je tudi ta 
oblika izbira v zdravilih za i.v. uporabo. Gre za učinkovino, ki je zelo nestabilna ob prisotnosti 
vlage, saj je zelo dovzetna za hidrolizo. Zato se za parenteralno aplikacijo uporablja liofilizirana 
oblika praška, ki je ločen od prostora z vehiklom, raztopino pa pripravimo tik pred uporabo. V 
Sloveniji je zdravilo registrirano v obliki dvodelne viale (slika 5), ki ima v spodnjem delu liofilizat 
z učinkovino, brezvodni natrijev dihidrogenfosfat in brezvodni dinatrijev hidrogenfosfat. Slednji 
sta dodani, da zagotavljata nevtralen pH, pri katerem je učinkovina najbolj stabilna. V zgornjem 
delu pa je vehikel s konzervansom, benzil alkoholom. Zgornji in spodnji del viale na sredini loči 
gumijasta zaporka. S pritiskom na aktivator tekočina steče v prostor s praškom in se le ta po 
stresanju raztopi. Nato z injekcijsko brizgo izvlečemo odmerek in ga apliciramo i.v. oz. i.m., 
pripravljeno injekcijsko raztopino pa lahko tudi redčimo s 5 % raztopino glukoze (GR) ali 
fiziološko raztopino (FR) in uporabljamo kot raztopino za infundiranje (7, 40, 41). 
 
Slika 5: Zdravilo s HCS, prirejeno po (44) 
Poleg hidrolize (slika 6) so možne tudi druge kemijske reakcije razgradnje hidrokortizona. Glede 
na kemijsko strukturo hidrokortizona je bilo ugotovljeno, da pride največkrat do reakcij na lateralni 
dihidroksiacetonski verigi, na mestih C-17, C-20 in C-21 (43) ter do transesterifikacije med C-17 
in C-21. Na lateralni dihidroksiacetonski verigi pride do oksidacije pod vplivom kisika, učinkovina 
pa je tudi občutljiva na kisle in bazične pogoje. Do spremembe na mestu C-17 lahko pride zaradi 
dehidracije, pri čemer nastane enol-aldehidna skupina. Pri tem imata pomembno vlogo hidroksi 
skupini na C-17 in C-21 (41).  
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Slika 6: Hidroliza HCS (41) 
 
1.5.1 Stabilnost hidrokortizonsukcinata v vodnih raztopinah 
V literaturi najdemo le malo podatkov o stabilnosti HCS v vodnih raztopinah, ki so povzeti v 
preglednici I. Podatki o stabilnosti se razlikujejo, saj so pogoji shranjevanja in uporabljeni mediji 
različni. Največ podatkov je za učinkovino, redčeno s FR, katere stabilnost pa je zelo odvisna od 
temperature shranjevanja, saj pri 25 °C razpade 10 % HCS v 7-8 dneh, med tem ko pri 7 °C enak 
delež razpade v 41 dneh (61). Drug vir navaja stabilnost v sterilni vodi pri 3-7 °C, kjer so ugotovili 
bistveno manjšo stabilnost, saj pride do skoraj 10 % razpada že v 2 tednih (59).  
Preglednica I: Podatki o stabilnosti hidrokortizonsukcinata (HCS) v vodnih raztopinah 
konc. HCS 
[mg/mL]  
Medij Pogoji shranjevanja Razpad  HCS 
[%] 
Vir 
1 FR v PVC vrečki 7 °C, pri 60 % RH 10 % v 41 dneh (61) 
1 FR v PVC vrečki 25 °C, pri 60 % RH 10 % v 8 dneh 
1 FR v PVC vrečki 25 °C, nezaščiteno pred svetlobo  10 % v 7 dneh 
1 FR v PO vrečki 7 °C, pri 60 % RH 10 % v 48 dneh 
1 FR v PO vrečki 25 °C, pri 60 % RH 10 % v 8 dneh 
1 FR v PO vrečki 25 °C, nezaščiteno pred svetlobo  10 % v 6 dneh 
10 FR v PP injekcijskih iglah 25 °C 10 % v 7 dneh 
10 FR v PP injekcijskih iglah 5 °C 3 % v  21 dneh 
1 FR  Sobna temperatura  10 % v 7 dneh 
1 FR  30 °C 15 % v 7 dneh 
1 Citronska kislina, pH= 5,5 20-22 °C 15 % v 7 dneh (59) 
1 Citronska kislina, pH= 6,5 20-22 °C 10 % v 7 dneh 
1 Sterilna voda, pH=7,4 20-22 °C 5 % v 4 dneh 
1 Citronska kislina, pH= 5,5 3-7 °C 5 % v 14 dneh 
1 Citronska kislina, pH= 6,5 3-7 °C 10 % v 35 dneh 
1 Sterilna voda, pH=7,4 3-7 °C ˂10 % v 14 dneh 
FR – fiziološka raztopina, GR – glukozna raztopina, PVC – polivinilklorid, PO – poliolefin, PP – polipropilen, RH – 
relativna vlažnost 
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1.6 Analitika hidrokortizonsukcinata v farmacevtskih izdelkih 
V analitiki HCS uporabljamo različne tehnike, od enostavnih do bolj sofisticiranih. Najbolj 
uporabljena analizna tehnika za določanje te učinkovine in njenih razpadnih produktov je 
tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC), sklopljena z ultravijoličnim (UV) 
detektorjem ali masnim spektrometrom (MS). Na voljo so tudi druge tehnike, vsaka s svojimi 
prednosti in slabosti: plinska kromatografija (GC), sklopljena z MS, kapilarna elektroforeza, in 
tankoplastna kromatografija (TLC). Za določanje kortizola v bioloških vzorcih najpogosteje 
uporabljamo encimsko-imunsko metodo (50, 51). 
1.6.1 Tankoplastna kromatografija 
Tankoplastna kromatografija je ena najlažjih in vsestranskih metod za ločitev oz. določitev čistosti 
neke snovi. Gre za ceneno, enostavno in hitro metodo (53). Stacionarno fazo predstavlja plošča, 
ki je najpogosteje prevlečena z enakomerno plastjo silikagela. Vzorec nanesemo na ploščo in jo 
nato postavimo v posodo za razvijanje, ki vsebuje mobilno fazo. Ko mobilna faza pripotuje proti 
vrhu plošče, ploščo odstranimo iz posode, posušimo in pogledamo pod UV svetlobo ali 
poškropimo z detekcijskim reagentom oz. uporabimo drug način detekcije (53). 
Tankoplastna kromatografija spada med enostavnejše metode kvalitativnega določanja HCS. 
Njena prednost je v tem, da lahko sočasno analiziramo več vzorcev, kar bistveno pospeši analizo. 
Določanje učinkovine s to tehniko je tudi relativno poceni. Obstaja tudi več različnih načinov 
detekcije. Prednost predstavlja tudi možnost kvantitativne denzitometrične določitve. Sodobnejši 
pristopi pri tankoplastni kromatografiji omogočajo tudi ločitev in določitev različnih steroidov v 
kompleksnejših vzorcih, kot so biološki vzorci, rastlinski ekstrakti in farmacevtske oblike (44).  
Kljub navedenim prednostim pa je pri TLC-ju uspešnost ločbe spojin omejena z dolžino plošče. 
Meja zaznave (LOD) je v primerjavi z ostalimi kromatografskimi tehnikami višja. Omejitev 
uporabe predstavlja tudi vpliv zunanjih dejavnikov na rezultate meritev, saj TLC deluje kot odprti 
sistem. Prav tako so rezultati manj ponovljivi (42). 
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1.6.2 Kapilarna elektroforeza 
Kapilarna elektroforeza je separacijska tehnika, pri kateri v električnem polju ločimo spojine na 
osnovi različne migracije v električnem polju, torej glede na naboj in velikost molekul (52). 
Prednost kapilarne elektroforeze je v sposobnosti hkratne analize molekul z različnimi fizikalno 
kemijskimi lastnostmi. To pomeni, da lahko sočasno analiziramo hidrokortizon in njegove 
presnovke. Za razliko od nekaterih drugih kromatografskih tehnik, zlasti GC, pri kapilarni 
elektroforezi ni potrebna predpriprava vzorcev, razen v primeru zelo nizkih koncentracij analita 
(45, 46). Metode so tudi zelo učinkovite, hitre in za analize so potrebne majhne količine vzorca 
(52). Slabost tehnike pri analizi steroidov je njihova hidrofobnost, ki ima za posledico migracijo v 
micelarno fazo, kar oteži njihovo detekcijo. To pomeni slabšo občutljivost metode in potrebo po 
koncentriranju oz. derivatizaciji vzorca (45).  
1.6.3 Plinska kromatografija 
GC se ne uporablja veliko za analizo steroidov, saj so le-ti slabo hlapni in termično nestabilni (49). 
Za GC analizo jih je potrebno predhodno ekstrahirati in derivatizirati, saj pri visokih temperaturah, 
pri prehodu iz tekočega v plinasto stanje, razpadejo. Priprava vzorcev pa je dolgotrajen in 
kompleksen postopek: presnovke je potrebno hidrolizirati, proste hidroksilne in ketonske skupine 
pa kemijsko modificirati, da postanejo molekule manj polarne. Potrebna je tudi derivatizacija 
spojin, najpogosteje s pentanfluorobenzilno skupino, saj ta tvori zelo stabilen negativen ion, ki je 
pomemben pri GC, sklopljeni z MS. Slabost derivatizacije je potencialni nastanek zmesi izomernih 
derivatov, dolgotrajna priprava in povečanje mase spojin po derivatizaciji (47). Največja prednost 
GC, sklopljene z MS, je možnost sočasne analize večjega števila sterolov (v eni študiji tudi do 40 
steroidov) in visoka občutljivost metode (47, 49). 
1.6.4 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
HPLC je zaradi visoke zmogljivosti in zanesljivosti najbolj razširjena separacijska tehnika v 
analitiki farmacevtskih izdelkov (54). Velik izbor stacionarnih in mobilnih faz ter možnost 
spreminjanja mobilne faze med samo analizo omogoča dobro ločbo in postavlja tehniko HPLC v 
veliko prednost pred ostalimi separacijskimi tehnikami. UV/VIS detektor kot najbolj vsestranski 
detektor pri HPLC-ju, je v analitiki steroidov še posebej uporaben, saj le-ti dobro absorbirajo v 
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UV območju. Zato ta tehnika omogoča zaznavo spojin z visoko občutljivostjo, nudi pa tudi odlično 
linearnost in omogoča hitre kvantitativne analize (48, 55). Izjemno občutljiv in specifičen je MS 
detektor, ki se uporablja tudi pri analitiki hidrokortizona. Ker steroidov v tem primeru ni potrebno 
derivatizirati, ima HPLC sklopljena z MS kot vsestranska in zmogljiva tehnika prednost pred GC-
MS. HPLC omogoča hkratno analizo večjega števila steroidov, tudi njihovih presnovkov, 
razpadnih produktov in nevtralnih steroidov, a le ob ustreznih kromatografskih pogojih (47). 
Za analizo steroidov, ki so precej lipofilni, se najpogosteje uporablja reverznofazna 
kromatografija, pri kateri je stacionarna faza nepolarna, po navadi silicijev dioksid, na katerega so 
vezane verige ogljikovodikov z 8-18 atomov ogljika (47), za mobilne faze pa se uporabljajo 
različne raztopine acetonitrila (ACN), metanola, ortofosforjeve ali ocetne kisline, butilklorida in 
tetrahidrofurana z vodo, pa tudi fosfatni pufri. V literaturi – različnih člankih, Evropski (Ph. Eur.) 
(56) in Ameriški (USP) farmakopeji (57) najdemo za analizo HCS večinoma reverznofazne HPLC 
metode, sklopljene z UV detektorjem. Preglednica II navaja nekaj metod, ki se uporabljajo za 
analizo te učinkovine v farmacevtskih izdelkih. 
Preglednica II: Nekaj literaturnih HPLC metod za analizo HCS v vodnih raztopinah 
Kolona Mobilna faza Pretok 
[mL/min] 
λ 
[nm] 
Vir 
ODS (C18), 5 µm, 4,6 × 150 mm MeOH:H2O:AcOH (60:30:10) 1,0 254 (58) 
Nova-Pak (C18), 4 μm, 4,6 × 150 mm MeOH:0,01 M AcOH (60:40) 1,2 242 (59) 
Hypersil ODS (C18), 5 µm, 4,6 × 250 mm ACN:H2O:AcOH (29:70:1) 1,3 240 (60) 
Lichrospher (C18), 5 µm, 4,6 × 150 mm MeOH: 0,1 M fosfatni pufer 
(pH 7,0) (50:50) 
1,2 254 (61) 
Inertsil ODS-2 (C18) 5 µm, 4,6 × 250 mm Gradientna elucija; A: H2O: 
ACN:AcOH (84,9:15:0,1); B: 
ACN:H2O:AcOH (70:29,9:0,1) 
1,8 245 (62) 
(C18), 5 µm, 4,6 × 250 mm ACN:1% H3PO4 (67:33) 1,0 254 (56) 
L3, 3,9 × 300 mm Butil klorid:voda, nasičena z 
butil kloridom:tetrahidrofuran: 
MeOH: AcOH (95:95:14:7:6) 
1,0 254 (57) 
λ – valovna dolžina detekcije, ACN– acetonitril, AcOH– ocetna kislina  
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2 NAMEN DELA 
Razpad hidrokortizonsukcinata v raztopinah za injiciranje in infundiranje poteka hitro zaradi 
hidrolize v vodnem mediju. Ker v literaturi najdemo skope, a zelo različne podatke o njegovi 
stabilnosti v raztopinah za infundiranje, bo osrednji namen magistrske naloge ugotoviti stabilnost 
hidrokortizonsukcinata v teh raztopinah pri različnih pogojih shranjevanja, ki posnemajo realne 
pogoje.  
Za te namene bomo najprej na osnovi literaturnega pregleda poiskali najprimernejše analizne 
metode. Izbrane HPLC-UV metode bomo preizkusili in ustrezno optimizirali v smislu zanesljivega 
določanje stabilnosti hidrokortizonsukcinata. Po optimizaciji metode HPLC, ki bo vključevala tudi 
preverjanje stabilnostne indikativnosti, jo bomo ustrezno ovrednotili, da potrdimo ustreznost 
metode za predviden namen. Pred samo stabilnostno študijo hidrokortizonsukcinata v raztopinah 
za infundiranje bomo preverili in ovrednotili vpliv različnih dejavnikov, ki lahko pospešijo 
razgradnjo te učinkovine. To so: vpliv koncentracije učinkovine, temperature, pH-ja, vrste topila, 
dodatka oksidanta in svetlobe.  
V bolnišnicah pripravljajo raztopine za infundiranje z različnimi koncentracijami 
hidrokortizonsukcinata in z uporabo različnih vodnih raztopin, kar lahko vpliva na stabilnost 
učinkovine. Uporaba zdravila poteka nekaj dni neprekinjeno, raztopine pa se pripravljajo 
neposredno pred uporabo. V klinični praksi se največkrat uporabljata dve koncentraciji zdravilne 
učinkovine, 1 mg/mL in 4 mg/mL, kot medij za infuzijsko raztopino pa fiziološka raztopina ali 
raztopina glukoze. Zato nas bo v okviru našega dela zanimala stabilnost učinkovine pri omenjenih 
dveh koncentracijah in topilih. Za posnemanje realnih pogojev shranjevanja in uporabe zdravila v 
obliki infuzije, bomo stabilnostno študijo teh raztopin izvedli pri sobni temperaturi (zaščiteno in 
nezaščiteno pred svetlobo), in dodatno pri nekoliko povišani temperaturi (30 °C). Na osnovi 
rezultatov te študije bomo potem podali priporočila o ravnanju s temi raztopinami in napovedali 
rok uporabnosti hidrokortizonsukcinata v raztopinah za infundiranje. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Reagenti, raztopine in topila 
 Acetonitril, CH3CN, M = 41,05 g/mol, HPLC grade (Sigma-Aldrich, Nemčija)  
 Demineralizirana voda, Fakulteta za farmacijo  
 Klorovodikova kislina, HCl, M = 36,46 g/mol, Titrisol® za pripravo 1 M raztopine (Merck, 
Nemčija)  
 Natrijev hidroksid, NaOH, M = 40,00 g/mol, Titrisol® za pripravo 1 M raztopine, (Merck, 
Nemčija)  
 MiliQ voda, Fakulteta za farmacijo  
 Pufrne raztopine: pH=3, pH=4, pH=7 (Merck, Nemčija)  
 Vodikov peroksid, H2O2, 30,0 %, M = 34,02 g/mol (Fluka, Nemčija)  
 Kalijev dihidrogenfosfat, KH2PO4, M = 136,08 g/mol, ≥99,5 % (Merck, Nemčija)  
 Natrijev hidrogenfosfat, Na2HPO4, M = 141,96 g/mol, ≥99,5 % (Merck, Nemčija)  
 Fosforjeva(V) kislina, H3PO4, M = 98,00 g/mol, ≥ 85 % (Merck, Švica) 
 Ocetna kislina, CH3COOH, M = 60,05 g/mol, ≥ 99,8 % (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
3.1.2 Pripravek in infuzijski raztopini 
 Solu-Cortef 100 mg, prašek in vehikel za raztopino za injiciranje ali infundiranje, 
shranjevanje: do 25 °C (Pfizer, Luksemburg). Ker nismo imeli na razpolago standarda 
HCS, smo izhajali iz samega zdravila. Za določitev vsebnosti HCS v zdravilu smo stehtali 
prašek, ki se je nahajal v viali in glede na navedeno vsebnost HCS izračunali delež HCS v 
zdravilu. Ta delež smo upoštevali pri pripravi raztopin HCS.  
 Fiziološka raztopina (FR): 9 mg/mL raztopina za infundiranje, 50 mL (Baxter, ZDA) 
 5 % raztopina glukoze (GR): 50 mg/mL raztopina za infundiranje, 100 mL (B. Braun, 
Nemčija) 
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3.1.3 Naprave in pribor 
 Analitska tehtnica Excellence Plus (Mettler Toledo, Švica) 
 Avtomatske pipete 20-200 μL, 100-1000 μL (Eppendorf, Nemčija) 
 Filter z velikostjo por 0,45 μm (Sartorius, Nemčija) 
 Hladilnik (LTH, Slovenija) 
 HPLC sistem 1100-1200 (Agilent Technologies, ZDA) 
 Klimatska komora VC 4034 (Votsch, Nemčija) 
 Magnetno mešalo Vibromix 10 (Tehtnica, Slovenija) 
 Kolona Luna C18 250 × 4,6 mm, 5 μm (Phenomenex, ZDA) 
 Predkolona Luna C18 4 × 3,0 mm (Phenomenex, ZDA) 
 pH meter MP 220 (Mettler Toledo, Švica) 
 Sistem za pripravo MiliQ vode A10 Advantage (Millipore Corporation, ZDA) 
 Ultrazvočna kadička Sonis 4 (Iskra Pio, Slovenija) 
 Injekcijske igle (TIK d.o.o., Slovenija) 
 Injekcijske brizge (CHIRANA T. Injecta, Slovaška) 
 Steklovina (čaše, merilne bučke, merilni valji, zamaški, čolnički za tehtanje, viale) 
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3.2 ANALIZNA METODA 
Za analizno metodo smo izbrali reverznofazno HPLC-UV, ki je najbolj uporabljena metoda za 
nadzor HCS v farmacevtskih izdelkih in najprimernejša za našo študijo. Pri razvoju analizne 
metode smo preverili metodo po Ph. Eur. (M1) in metodo po članku (62) (M2) ter v nadaljevanju 
optimizirali farmakopejsko metodo. Stabilnostno študijo smo izvedli po optimizirani 
farmakopejski metodi (M3). Kromatografske pogoje uporabljenih metod ponazarja preglednica 
III.  
Preglednica III: Kromatografski pogoji (kolona, temperature kolone, mobilna faza, pretok, 
valovna dolžina detekcije in čas analize) pri razvoju in optimizaciji analizne metode 
Metoda Kolona T 
[°C] 
Mobilna faza Pretok 
[mL/min] 
λ 
[nm] 
Čas 
[min] 
M1(Ph. 
Eur)  
C18, 250 ×  
4,6 mm, 5 µm 
40 67 % ACN, 33 % (1 % H3PO4) 1 254 30 
M2 (62) C18, 250 ×  
4,6 mm, 5 µm 
40 A: 85 % MQ, 15 % ACN z 0,1 % 
AcOH; B: 70 % ACN, 30 % MQ 
z 0,1 % AcOH; 
 
0-5 min: 10 % B, 5-15 min: 
linearni gradient do 27 % B, 15-
25 min: linearni gradient do 100 
% B, 25-30 min: 100% B 
1,8 245 35 
M3 
(Končna) 
C18, 250 ×  
4,6 mm, 5 µm 
40 67 % ACN in 33 % (1% H3PO4) 1,5 254 13 
λ – valovna dolžina detekcije, ACN– acetonitril, AcOH– ocetna kislina 
3.3 PRIPRAVA VZORCEV 
3.3.1 Razvoj in optimizacija analizne metode 
3.3.1.1 Stresni vzorci 
Pripravili smo osnovno raztopino HCS s koncentracijo 5 mg/mL (50 mg razredčili na 10 mL z MQ 
vodo), ki smo jo nato uporabili za pripravo stresnih vzorcev kot ponazorjeno v preglednici IV. 
Raztopino, pri kateri smo opazovali svetlobni razkroj, smo shranjevali na okenski polici, raztopino, 
pri kateri smo opazovali temperaturni razkroj pa v klimatski komori pri 60 °C. 
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Preglednica IV: Priprava stresnih vzorcev 
 Vrsta 
razkroja 
V osnovne 
raztopine HCS 
Dodatek Redčitev  Shranjevanje 
1. bazični 1 mL 0,5 mL 1 M 
NaOH 
do 5 mL z 
MQ vodo 
ST, zaščiteno pred svetlobo 
2. kislinski 1 mL 0,5 mL 1 M HCl ST, zaščiteno pred svetlobo 
3. svetlobni 1 mL / ST, izpostavljeno svetlobi 
4. temperaturni 1 mL / 60 °C, zaščiteno pred svetlobo 
5. oksidacija 1 mL 0,5 mL 30 % 
H2O2 
ST, zaščiten pred svetlobo 
ST –sobna temperatura 
3.3.2 Validacija analizne metode 
3.3.2.1 Selektivnost 
Selektivnost metode smo preverjali tako, da smo posneli kromatograme naslednjih uporabljenih 
topil: MQ voda, FR, GR ter topilo, ki se nahaja v viali in vsebuje konzervans benzil alkohol, in le-
te primerjali s kromatogramom raztopine HCS. Dodatno smo selektivnost vrednotili tudi po 
stresnem testiranju HCS. 
3.3.2.2 Linearnost 
Za določitev linearnosti metode smo pripravili raztopine HCS v območju, ki pokriva pričakovane 
koncentracije učinkovine v raztopinah za infundiranje. Pripravili smo osnovno raztopino s 
koncentracijo 5,0 mg/mL v MQ vodi in le-to redčili z enakim topilom na 3,0 mg/mL, 2,0 mg/mL, 
0,5 mg/mL in 0,05 mg/mL. Pripravo raztopin in meritve smo ponovili 3 dni zapored.  
3.3.2.3 Ponovljivost in točnost 
Za določitev ponovljivosti meritev smo preverjali znotraj-dnevno in med-dnevno ponovljivost na 
osnovi treh kontrolnih vzorcev različnih koncentracijah: 0,1 mg/mL, 1,0 mg/mL in 4,0 mg/mL, ki 
smo jih pripravili z ustreznim redčenjem osnovne raztopine HCS v MQ vodi s koncentracijo 5 
mg/mL. Za vrednotenje znotraj-dnevne ponovljivosti smo pripravili raztopine v treh paralelah. Za 
vrednotenje med-dnevne ponovljivosti pa smo raztopine pripravili še drugi in tretji dan. 
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Ovrednotili smo tudi ponovljivost injiciranja, in sicer tako, da smo kontrolne vzorce injicirali 
šestkrat zaporedoma. Za določitev točnosti in ponovljivosti smo uporabili iste kontrolne vzorce. 
3.3.2.4 Stabilnost 
Stabilnost vzorcev v avtomatskem vzorčevalniku pri 6 ºC smo vrednotili z analizo kontrolnih 
vzorcih treh različnih koncentracijah, pripravljenih po postopku 3.3.2.3. takoj po pripravi in po 3, 
5, 7, 9, 12 in 24-ih urah. 
3.3.3 Dejavniki, ki vplivajo na stabilnost 
3.3.3.1 Koncentracija in temperatura 
Za vrednotenje vpliva koncentracije in temperature na hitrost razgradnje zdravilne učinkovine smo 
pripravili osnovno raztopino HCS s koncentracijo 5 mg/mL in jo ustrezno redčili z MQ vodo do 
raztopin s koncentracijo 0,1 mg/mL, 1,0 mg/mL in 4,0 mg/mL v treh paralelah ter v določenih 
časovnih točkah izmerili vsebnost učinkovine. Za vrednotenje vpliva temperature smo raztopine 
shranjevali pri treh različnih temperaturah (4 °C, sobna temperatura in 40 °C). 
3.3.3.2 pH 
Za vrednotenje vpliva pH-ja na stabilnost raztopine smo pripravili pufrne raztopine s pH-ji med 
2,0 in 8,0. Najprej smo pripravili 2 osnovni pufrni raztopini, 50 mM KH2PO4 in 50 mM Na2HPO4 
in ju mešali v različnih razmerjih, kar ponazarja preglednica V. Za pripravo 50 mM KH2PO4 smo 
natehtali 3,4 g KH2PO4 in raztopili v 500 mL MQ vode, za pripravo 50 mM Na2HPO4 pa smo 
natehtali 3,55 g Na2HPO4 in raztopili v 500 mL MQ vode. Pripravljene pufrne raztopine smo nato 
s pomočjo 0,1 M raztopin HCl oziroma 0,1 M NaOH uravnavali na želeno pH vrednost. 
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Preglednica V: Priprava pufrnih raztopin 
pH KH2PO4 [mL] Na2HPO4 [mL] 
2 / 25,00 
3 / 25,00 
4 / 25,00 
5 0,25 49,75 
6 6,05 43,95 
7 30,60 19,40 
8 48,45 1,55 
Pripravili smo osnovno raztopino HCS s koncentracijo 10 mg/mL v MQ vodi. To raztopino smo 
10-krat redčili s pripravljenimi pufrnimi raztopinami (500 µL osnovne raztopine HCS na 5 mL 
posamezne pufrne raztopine). 
3.3.3.3 Topilo 
Za vrednotenje vpliva topila smo pripravili približno enako koncentracijo HCS v MQ vodi (50 
mg/L) in v 50 % ACN (40 mg/L) in tekom dveh tednov merili vsebnost učinkovine v določenih 
časovnih točkah. 
3.3.4 Stabilnostna študija 
V skladu z navodili za uporabo zdravila Solu-Cortef smo pripravili raztopino za injiciranje, ki 
vsebuje 100 mg učinkovine v 2 mL, nato smo z uporabo injekcijske brizge odmerili polovico 
vsebine viale, t.j. 1 mL in le-to raztopili v 50 mL FR oz. GR. Tako smo dobili raztopino HCS s 
koncentracijo približno 1 mg/mL. Raztopino s koncentracijo 4 mg/mL smo pripravili na enak 
način, le da smo za pripravo ene raztopine za infundiranje porabili dve viali zdravila (4 mL 
raztopili v 50 mL FR oz. GR). Ker smo imeli na voljo le vsebnik s 100 mL GR, smo polovico 
vsebine (50 mL) z uporabo injekcijske brizge odstranili iz vsebnika, preostalih 50 mL GR pa 
uporabili za pripravo raztopin za infundiranje. Preglednica VI prikazuje pripravo raztopin za 
infundiranje, uporabljene v stabilnostni študiji in pogoje, katerim je bila posamezna raztopina 
izpostavljena. 
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Preglednica VI: Pripravljene raztopine za infundiranje 
Vzorec Konc. HCS [mg/mL] Topilo T shranjevanja [°C] Izpostavljenost svetlobi 
1.  1 FR ST Zaščiten  
2.  4 FR ST Zaščiten  
3.  1 GR ST Zaščiten  
4.  4 GR ST Zaščiten  
5.  1 FR ST Izpostavljen  
6.  4 FR ST Izpostavljen  
7.  1 GR ST Izpostavljen  
8.  4 GR ST Izpostavljen  
9.  1 FR 30 Zaščiten  
10.  4 FR 30 Zaščiten  
11.   1 GR 30 Zaščiten  
12.  4 GR 30 Zaščiten  
ST –sobna temperatura, FR – fiziološka raztopina, GR – raztopina glukoze 
3.4 POTEK DELA 
3.4.1 Postavitev in optimizacija analizne metode 
Ker nam literatura ponuja več metod za analizo HCS, smo preverili izbrane metode in najbolj 
ustrezno še dodatno optimizirali. Najprej smo preverili metodo po Ph. Eur. (M1), zaradi relativne 
enostavnosti metode, nato je sledila metoda po članku (62) (M2) in nazadnje smo optimizirali 
metodo M1 (M3). Kromatografske metode smo najprej preverili z analizo vodne raztopine HCS 
pri sobni temperaturi, nato pa še z raztopinami učinkovine, ki so bile izpostavljene stresnim 
pogojem. Stresne vzorce smo pripravili po navodilih smernic ICH (68), ki navajajo izpostavitev 
vzorca višji temperaturi, svetlobi, bazi, kislini in oksidantu (poglavje 3.3.1.1). Za izvedbo 
stabilnostne študije smo uporabili metodo M3. 
3.4.2 Vrednotenje HPLC metode 
Izbrano analizno metodo smo vrednotili v skladu s smernicami Mednarodne konference o 
harmonizaciji za validacijo analiznih metod Q2(R1) (9). Preverjali smo naslednje validacijske 
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parametre: selektivnost, linearnost, točnost in ponovljivost, meja zaznave (LOD) in določitve 
(LOQ) ter stabilnost HCS.  
3.4.2.1 Selektivnost 
Selektivnost analizne metode smo preverili tako, da smo primerjali kromatograme različnih 
uporabljenih topil, kot so voda, GR, FR, topilo, ki se nahaja v zdravilu Solu-Cortef in raztopino 
HCS. Pri tem smo ugotavljali, ali se pojavijo kromatografski vrhovi pri uporabljenih topilih in če 
se le-ti prekrivajo s kromatografskim vrhom HCS. Preverjali smo tudi, ali pride do prekrivanja 
med kromatografskim vrhovom HCS in vrhovi njegovih razpadnih produktov, ki nastanejo pri 
stresni študiji. 
3.4.2.2 Linearnost 
Linearnost metode smo preverjali s pripravo umeritvene premice v koncentracijskem območju 
med 0,05 mg/mL in 5 mg/mL. To smo naredili tri zaporedne dni, vsakič z uporabo na novo 
pripravljenih raztopin. Za vrednotenje metode je pomembno, da so koncentracije HCS v 
raztopinah, uporabljenih v stabilnostni študiji (1 mg/mL in 4 mg/mL), znotraj koncentracijskega 
območja umeritvene premice. Z metodo najmanjših kvadratov smo izdelali grafe in za vsako 
premico določili tudi koeficient determinacije (R2) ter postavili mejo sprejemljivosti > 0,999. 
3.4.2.3 Ponovljivost in točnost  
Za vrednotenje znotraj-dnevne ponovljivosti smo določili relativni standardni odklon (RSD) treh 
paralel raztopin HCS s koncentracijo 0,1 mg/mL, 1,0 mg/mL in 4,0 mg/mL. Za vrednotenje med-
dnevne ponovljivosti pa smo primerjali ujemanje podatkov treh zaporednih dni. Za mejo 
sprejemljivosti smo postavili RSD < 5 %. Ponovljivost injiciranja pa smo določili tako, da smo 
šestkrat injicirali raztopine HCS na treh koncentracijskih nivojih teh izračunali RSD, za 
sprejemljivo vrednost smo postavili RSD < 2 %.  
Za določitev točnosti smo s pomočjo umeritvene premice izračunali koncentracijo HCS in le-to 
primerjali z dejansko koncentracijo HCS v raztopini (Enačba 1). Sprejemljiva točnost je bila med 
95 % in 105 %. 
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Točnost [%] =
določena vrednost
dejanska vrednost
 × 100   (𝐸𝑛𝑎č𝑏𝑎 1)   
3.4.2.4 Meja zaznave in meja določitve  
Za določitev meje zaznave in meje določitve smo uporabili Enačbo 2 in 3, pri čemer je σ standardni 
odklon vrednosti odsekov premic na ordinatni osi, S pa povprečna vrednost naklonov umeritvenih 
premic. Pri tem smo upoštevali vrednosti, pridobljene iz 3 umeritvenih premic. 
LOD =
3,3 × σ
S
   (𝐸𝑛𝑎č𝑏𝑎 2)     𝐿𝑂𝑄 =  
10 × 𝜎
𝑆
   (𝐸𝑛𝑎č𝑏𝑎 3) 
3.4.2.5 Stabilnost vzorcev 
Stabilnost vzorcev smo določili tako, da smo vzorce s koncentracijo HCS 0,1 mg/mL, 1,0 mg/mL 
in 4,0 mg/mL shranjevali pri 6 °C v času 24-ih ur in opazovali spremembo vsebnosti HCS v 
določenih časovnih točkah in izračunali odstopanje v vsebnosti HCS glede na vsebnost v začetni 
točki, torej ob času 0. Za mejo sprejemljivosti smo postavili 100 ± 5 %. 
3.4.3 Dejavniki, ki vplivajo na stabilnost hidrokortizonsukcinata 
Vpliv dejavnikov, kot so koncentracija HCS, temperatura shranjevanja, pH vodne raztopine, vrsta 
topila, prisotnost oksidanta in svetlobe, ki lahko vplivajo na stabilnost učinkovine, smo preverili 
pred stabilnostno študijo na infuzijskih raztopinah. Za preučevanje vpliva koncentracije smo 
izbrali raztopine s koncentracijo 0,1, 1,0 in 4,0 mg/mL, za vpliv temperature smo vrednotili 
stabilnost HCS pri temperaturah 4 °C, 25 °C in 40 °C. Izdelali smo pH profil v območju pH med 
2 in 8. Za določitev vpliva topila smo pripravili raztopino HCS v MQ vodi in v ACN:MQ 
voda=1:1. Kot oksidant smo dodali H2O2. Vpliv svetlobe smo pa opazovali po 1 in 2 dneh od 
priprave pri raztopini HCS, ki je bila na polici, izpostavljena svetlobi. 
3.4.4 Stabilnostna študija 
Stabilnostno študijo na infuzijskih raztopinah smo izvedli pri dveh koncentracijah učinkovine (1 
mg/mL in 4 mg/mL) z uporabo dveh topil (FR in GR) in pri treh različnih pogojih shranjevanja: 
pri sobni temperaturi, zaščiteno pred svetlobo, pri sobni temperaturi, nezaščiteno pred svetlobo in 
pri povišani temperaturi, zaščiteno pred svetlobo.  
 26 
 
Študijo pri sobni temperaturi in zaščiteno pred svetlobo smo izvajali v laboratoriju tri dni, medtem 
ko smo študijo pri povišani temperaturi (klimatska komora) izvedli v enem dnevu zaradi hitrejšega 
razpada učinkovine. Vzorčenje je potekalo tako, da smo prvi vzorec analizirali takoj po pripravi 
raztopine za infundiranje, nato po 3, 5, 7, 9, 12 in 24 urah ter po 2 in 3 dneh od priprave vzorca pri 
tistih, ki so bili shranjeni pri sobni temperaturi in zaščiteno pred svetlobo. Študijo smo izvedli v 2 
paralelah. 
3.5 Obdelava podatkov 
Dobljene podatke smo obdelali z uporabo programske opreme Microsoft Excel (2016). S pomočjo 
programske opreme smo izračunali in statistično ovrednotili potrebne podatke za validacijo 
analizne metode. Tako smo izrisali grafe, z metodo najmanjših kvadratov izdelali umeritvene 
premice, le tem določili enačbo, determinacijski koeficient, ponovljivost in točnost analizne 
metode z izračuni RSD, izračunali mejo zaznave in mejo določitve ter določili stabilnost vzorcev 
z računanjem spremembe vsebnosti HCS v posamezni točki glede na začetno vsebnost, v času 0. 
Grafično smo določili red reakcije na podlagi izračunanih R2. Enačba 4 prikazuje enačbo za 0. red 
reakcije, Enačba 5 za 1. red reakcije in Enačba 6 za 2. red reakcije, kjer je t čas, c koncentracija 
učinkovine (HCS) ob času t, c0 je začetna koncentracija HCS in k je konstanta hitrosti reakcije. 
Vpliv dejavnikov na stabilnost HCS smo ovrednotili z izdelavo različnih grafov, izračuni konstant 
hitrosti reakcij, pri stabilnostni študiji pa smo določili standardno napako (SE) meritev in 
izračunali rok uporabnosti posameznih raztopin za infundiranje. 
𝑐 = 𝑐0 − 𝑘𝑡 (𝐸𝑛𝑎č𝑏𝑎 4)    
𝑙𝑛𝑐 = 𝑙𝑛𝑐0 − 𝑘𝑡 (𝐸𝑛𝑎č𝑏𝑎 5)    
1
𝑐
=
1
𝑐0
+ 𝑘𝑡 (𝐸𝑛𝑎č𝑏𝑎 6)    
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3.5.1 Določitev roka uporabnosti raztopin za infuzijo 
Na podlagi intervala zaupanja smo izračunali rok uporabnosti raztopin za infundiranje pri različnih 
pogojih shranjevanja po Enačbi 7 (67), kjer je Yi vrednost odvisne spremenljivke (vsebnost HCS) 
pri Xi (časovna točka pri kateri računamo interval zaupanja), t je tabelarična vrednost Studentove 
t porazdelitve pri N-2 prostostni stopnji, SY.x standardni odklon odvisne spremenljivke, N število 
eksperimentalnih točk, X̅ je povprečje vseh vrednosti neodvisne spremenljivke, SSxx pa vsota 
kvadratov razlik za neodvisno spremenljivko Xi. 
𝑌 = 𝑌𝑖 ± 𝑡 ∗ 𝑆𝑌.𝑥 ∗  √
1
𝑁
+
(𝑋𝑖 − ?̅?)2
𝑆𝑆𝑥𝑥
 (𝐸𝑛𝑎č𝑏𝑎 7)  
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 Postavitev in optimizacija analizne metode 
Literatura ponuja več metod za analizo HCS, od enostavnejših, kjer uporabljamo manj kompleksne 
mobilne faze in izokratsko izpiranje (npr. po Ph. Eur. (56)) do zahtevnejših z uporabo 
kompleksnejših mobilnih faz in gradientnim izpiranjem (npr. po članku (62)). Pri postavitvi 
analizne metode smo na osnovi literaturnega pregleda najprej preverili metodo iz Ph. Eur. (M1). 
To metodo smo izbrali, ker je relativno enostavna: stacionarno fazo predstavlja reverznofazna C18 
kolona, mobilna faza je sestavljena iz 67 % ACN in 33 % (1 % H3PO4), pretok mobilne faze je 1 
mL/min, temperatura kolone je 40 °C, detekcija pa je z UV detektorjem pri 254 nm. Ločba 
kromatografskih vrhov je pri tej metodi ustrezna, sami vrhovi so ozki in simetrični, vrhovi nastalih 
razpadnih produktov pa so vidni že pri vzorcih, ki niso bili izpostavljeni stresnim pogojem (slika 
7a), pri stresnih vzorcih pa se noben dodaten kromatografski vrh ne prekriva z kromatografskim 
vrhom HCS. Velika pomanjkljivost te metode je dolg čas analize, ki je 30 minut. 
Nato smo preverili še metodo po članku (62) (M2), pri katerem smo uporabili isto kolono pri enaki 
temperaturi kot pri metodi M1, mobilno fazo A je sestavljala 85 % voda, 15 % ACN z 0,1 % ocetno 
kislino, mobilno fazo B pa 70 % ACN, 30 % voda z 0,1 % ocetno kislino. Izpiranje je gradientno, 
pretok mobilne faze je 1,8 mL/min in detekcija pri 245 nm. Dobljeni kromatogrami po tej metodi 
niso bili primerljivi s tistimi iz članka (62). Retencijski čas HCS se ni ujemal s časom iz članka. 
Kromatografski vrhovi razpadnih produktov so bili pred kromatografskim vrhom učinkovine 
(slika 7b), medtem ko so v članku le-ti bili za učinkovino, pri daljšem retencijskem času. Kljub 
temu pa so bili ločba, simetričnost in oblika kromatografskih vrhov pri tej metodi boljši kot pri 
metodi M1, vendar je bil čas analize še daljši in poraba mobilne faze dvakrat večja kot pri metodi 
M1. Tudi pri metodi M2 se vrhovi razpadnih produktov pri stresnih vzorcih niso prekrivali s 
kromatografskim vrhom HCS. Metodo M2 smo nato malenkost modificirali, tako da smo valovno 
dolžino detekcije spremenili na 254 nm, z namenom neposredne primerjave z metodo M1 (slika 
7c). Glede na dobljene rezultate (slika 7) smo se odločili, da za nadaljnjo optimizacijo uporabimo 
raje metodo M1. 
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Slika 7: Kromatogramov vodne raztopine HCS in njegovih razpadnih produktov pri sobni 
temperaturi pri preizkušanju analiznih metod: (a) Metoda 1 (M1) po Ph.Eur.; (b) Metoda 
2 (M2), stabilnostno-indikativna metoda po članku (62); (c) M2 pri valovni dolžini 254 nm 
(d) Metoda 3 (M3), optimizirana metoda po Ph.Eur. 
Z namenom skrajšanja časa analize smo pri metodi M1 prilagodili pretok - povečali na 1,5 mL/min 
(M3). Ločba kromatografskih vrhov, simetričnost in oblika so bili še vedno ustrezni, čas analize 
pa se precej skrajšal (slika 7d), kar pomeni, da lahko pridemo hitreje do rezultatov, metoda pa je 
tako tudi stroškovno bolj učinkovita. Ker tudi pri stresnih vzorcih nismo zaznali dodatnih 
kromatografskih vrhov po kromatografskem vrhu HCS (10,8 min), smo sklenili, da je M3 
selektivna in primerna za nadaljnjo uporabo.   
Pri stresnih vzorcih smo izračunali tudi masno bilanco pri vseh testiranih metodah, da ugotovimo, 
ali lahko z analiznimi metodami kvantitativno določimo stopnjo razpada analita in tako tudi 
dokažemo stabilnostno-indikativnost metode. V ta namen smo uporabili stresne vzorce po enem 
dnevu. Rezultati so prikazani v preglednici VII, kjer je razvidno, da ni bistvenih razlik v masni 
bilanci med testiranimi metodami. Masna bilanca je bila pri vzorcih, ki so bili shranjeni na sobni 
temperaturi, pri povišani temperaturi in izpostavljeni svetlobi, blizu 100 %. Do manjših odstopanj 
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je prišlo pri vzorcih, izpostavljenim oksidativnemu, kislemu in bazičnemu razkroju, kar je lahko 
posledica nastanka razpadnih produktov, ki se zadržijo in izpirajo iz kolone pri daljšem 
retencijskem času od časa analizne metode ali pa drugače absorbirajo pri izbrani valovni dolžini 
detekcije.  
Preglednica VII: Masna bilanca stresnih vzorcev (%) po enem dnevu pri testiranih analiznih 
metodah 
Vzorec M1 M2 M3 
25 °C 99,6 102,0 99,7 
60 °C 99,9 102,6 100,1 
svetloba 100,9 101,9 100,3 
3 % H2O2 89,0 89,1 88,5 
0,1 M HCl 114,3 117,8 113,6 
0,1 M NaOH 91,7 87,6 88,1 
Masne bilance posameznih metod so zelo podobne, kar kaže na primerljivost testiranih analiznih 
metod. Zato smo izbrali metodo z najkrajšim časom analize, in sicer metodo M3 ki ima več kot 
dvakrat krajši čas kot ostali dve metodi.  
Preglednica VIII prikazuje upad vsebnosti HCS v stresnih vzorcih po metodi M3, kjer je razvidno, 
da ima največji vpliv na hitrost razpada alkalen medij, saj po enem dnevu praktično ni bilo več 
HCS v raztopini. Velik vpliv ima tudi kislina, kjer so po dveh dneh nastali že sekundarni razpadni 
produkti. Skoraj za polovico se je zmanjšala vsebnost tudi pri dodatku oksidanta in pri povišani 
temperaturi. Pri teh stresnih vzorcih je tudi prišlo do bolj obsežnega razpada kot pri prejšnjih treh. 
Za ugotavljanje masne bilance niso primerni vzorci, kjer pride do več kot 20 % razgradnje, saj je 
velika verjetnost nastanka sekundarnih razpadnih produktov, do katerih pri normalnih pogojih 
shranjevanja ne bi prišlo (63). Načrtovana stabilnostna študija je v našem primeru potekala le tri 
dni in vzorci takšnim pogojem niso bili izpostavljeni, zato tudi odstopanje v ugotovljeni masni 
bilanci ne predstavlja ovire.  
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Preglednica VIII: Upad vsebnosti HCS [%] v stresnih vzorcih po metodi M3 
  0 1 dan 2 dni 
60 °C 100 62,8 53,6 
svetloba 100 95,5 93,5 
3 % H2O2 100 56,4 39,1 
0,1 M HCl 100 19,6 82,01 
0,1 M NaOH 100 1,8 0,7 
  1 nastanek sekundarnega razpadnega produkta, ki ima enak retencijski čas kot HCS 
V sklopu razvoja metode smo ugotavljali tudi red reakcije upada koncentracije HCS. Literaturni 
viri navajajo, da gre za 1. red reakcije, saj je glavni mehanizem razpada hidroliza v raztopini, pri 
kateri je hitrost reakcije odvisna od količine učinkovine (64). Z grafično metodo določanja reda 
reakcije (slika 8) smo ugotovili, da upad koncentracije HCS najbolje sledi 2. redu reakcije, saj smo 
imeli najboljšo korelacijo (determinacijski koeficient je bil najbližje vrednosti 1,000), vendar je 
bila razlika med 1. in 2. redom zelo majhna. Ker tudi literatura navaja 1. red, smo se odločili, da 
konstante reakcijske hitrosti upada koncentracije HCS podajamo za 1. red reakcije. 
 
Slika 8: Ugotavljanje reda reakcije upada koncentracije HCS v vodnih raztopinah s 
koncentracijo 1,0 mg/mL, shranjenih pri sobni temperaturi, zaščiteno pred svetlobo 
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4.2 Vrednotenje HPLC metode 
Z namenom potrditve ustreznosti optimizirane analizne metode smo le-to pred stabilnostno študijo 
tudi ovrednotili. V skladu s smernicami ICH za validacijo analiznih metod (9) smo preverili 
selektivnost, linearnost, znotraj-dnevno in med-dnevno točnost in ponovljivost, ponovljivost 
injiciranja, mejo zaznave in mejo določitve ter stabilnost raztopin HCS.  
4.2.1 Selektivnost 
Selektivnost smo potrdili s primerjavo kromatogramov uporabljenih vehiklov za pripravo 
raztopine s HCS s kromatogramom raztopine HCS (slika 9). Na kromatogramu vode in FR nismo 
zaznali nobenih kromatografskih vrhov. Na kromatogramu GR smo zaznali en manjši 
kromatografski vrh pri retencijskem času 2 minuti. Na kromatogramu topila, ki se nahaja v 
zgornjem delu viale zdravila Solu-Cortef, je bil kromatografski vrh benzil alkohola, ki se uporablja 
kot konzervans, pri retencijskem času 4 minute. Ker v nobenem primeru ni prišlo do prekrivanja 
kromatografskih vrhov tako topil (slika 9) kakor tudi razpadnih produktov HCS, ki so nastali med 
stresno študijo (slike 25-29, priloga) s kromatografskim vrhom HCS, smo potrdili selektivnost 
metode. 
 33 
 
 
 
Slika 9: Kromatogrami topil in raztopine HCS za določanje selektivnosti metode: (a) MQ 
voda (b) fiziološka raztopina (c) 5 % glukozna raztopina (d) raztopina v viali zdravila, ki 
vsebuje benzil alkohol (e) raztopina HCS 
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4.2.2 Linearnost 
Linearnost analizne metode smo potrdili s pripravo treh umeritvenih premic (poglavje 3.3.2.2). Z 
metodo najmanjših kvadratov smo določili enačbo premic in determinacijski korelacijski 
koeficient. Pri vseh je bil korelacijski koeficient nad 0,9999, kar potrjuje linearnost metode v 
koncentracijskem območju med 0,05 in 5 mg/mL, torej da so odzivi sorazmerni koncentraciji 
analita. Preglednica IX prikazuje naklon, odsek z ordinato in determinacijski koeficient vsake 
posamezne umeritvene premice, na sliki 10 pa je prikazana umeritvena premica št. 2 s 
korelacijskim koeficientom 1,0000. 
Preglednica IX: Enačbe umeritvenih premic za HCS 
Umeritvena premica Naklon Odsek z ordinato Determinacijski 
koeficient (R2) 
1 2917,5 6,5744 0,9999 
2 2784,7 -6,5061 1,0000 
3 2775,8 15,5418 0,9999 
Skupna umeritvena 
premica 
2845,1 -13,9467 0,9987 
 
Slika 10: Primer umeritvene premice za raztopino HCS (št. 2, preglednica IX) 
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4.2.3 Ponovljivost in točnost 
Ponovljivost in točnost metode smo preverjali po postopku, opisanem v poglavju 3.4.3.  Vrednotili 
smo med-dnevno in znotraj-dnevno ponovljivost in točnost ter ponovljivost injiciranja.  
4.2.3.1 Znotraj-dnevna ponovljivost in točnost 
Ustreznost znotraj-dnevne ponovljivosti smo ugotavljali na osnovi RSD treh paralel raztopin HCS 
s koncentracijo 0,1, 1,0 in 4,0 mg/mL, pripravljenih po postopku 3.3.2.3. RSD je bila v vseh treh 
primerih manjša od 5 %, s čimer smo dokazali znotraj-dnevno ponovljivost metode. Znotraj-
dnevno točnost metode, ki smo jo določali po enačbi 1, smo tudi potrdili, saj je bila pri vseh treh 
koncentracijah znotraj intervala 100,0 ± 5,0 %. Rezultate podaja preglednica X. 
Preglednica X: Znotraj-dnevna točnost in ponovljivost metode (n=3) 
Dejanska konc. [mg/mL] RSD [%] Izračunana konc. [mg/mL] Točnost [%] 
0,1 1,29 0,0981 98,1 
1,0 0,02 1,0054 100,5 
4,0 0,46 3,9901 99,8 
4.2.3.2 Med-dnevna ponovljivost in točnost 
Ugotovili smo, da sta med-dnevna ponovljivost in točnost znotraj postavljene meje, saj smo tudi 
za med-dnevno ponovljivost in točnost postavili kriterij sprejemljivosti – RSD < 5,00 % in točnost 
100,0 ± 5,0 % (preglednica XI). To pomeni, da smo za metodo potrdili tudi ustreznost obeh 
validacijskih parametrov med dnevi. 
Preglednica XI: Med-dnevna točnost in ponovljivost metode (n=3) 
Dejanska konc. [mg/mL] RSD [%] Izračunana konc. [mg/mL] Točnost [%] 
0,1 3,30 0,0997 99,7 
1,0 0,29 1,0087 100,9 
4,0 0,55 3,9956 99,9 
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4.2.3.3 Ponovljivost injiciranja 
Ponovljivost injiciranja smo izvedli pri kontrolnih vzorcih HCS (3.3.2.3.). Za mejo, ki nam potrjuje 
ustreznost, smo postavili RSD < 2 %, kar smo tudi potrdili (preglednica XII). 
Preglednica XII: Ponovljivost injiciranja (n=6) 
konc. [mg/mL] RSD [%] 
0,1 0,52 
1,0 0,20 
4,0 0,29 
4.2.4 Meja zaznave in meja določitve 
Mejo zaznave (LOD) in mejo določitve (LOQ) smo določili po Enačbah 2 in 3, opisano v poglavju 
3.4.4. Določili smo LOD = 0,0126 mg/mL in LOQ = 0,0392 mg/mL. LOQ je tista koncentracija 
analita, ki jo lahko z ustrezno zanesljivostjo določimo. Najnižja koncentracija analita, ki smo jo 
uporabljali pri pripravi umeritvene premice in določitvi linearnosti analizne metode je bila 0,05 
mg/mL, kar je nad določeno vrednostjo LOQ.  
4.2.5 Stabilnost vzorcev 
Stabilnost raztopin smo preverjali po shranjevanju 24 ur pri 6 °C. Vsebnost HCS je bila po 24 urah 
pri koncentraciji 0,1 mg/ml 100,4 ± 0,4 %, pri koncentraciji 1,0 mg/ml 99,3 ± 0,4 % in pri 
koncentraciji 4,0 mg/ml 99,4 ± 0,3 %, kar dokazuje stabilnost raztopin pri pogojih analiznega 
postopka, saj v nobenem primeru ne presega postavljene meje 100 ± 5 %. Preglednica XIII 
prikazuje vsebnost učinkovine v različnih časovnih točkah preverjanja stabilnosti raztopin. 
Preglednica XIII: Stabilnost vodne raztopine HCS (%) pri 6 °C 
konc. [mg/mL] 0 h 3,5 h 5 h 7 h 9 h 12 h 24 h 
0,1 100,0 100,8 100,0 100,1 100,9 100,6 100,5 
1,0 100,0 99,2 98,8 99,5 99,3 99,0 99,2 
4,0 100,0 99,7 99,3 99,3 99,3 99,1 99,2 
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4.3 Dejavniki, ki vplivajo na stabilnost hidrokortizonsukcinata 
Pred samo stabilnostno študijo HCS v infuzijskih raztopinah smo preveriti vpliv različnih 
dejavnikov na stabilnost HCS v osnovnih, enostavnih raztopinah. S tem namenom smo preverili 
vpliv koncentracije HCS v vodni raztopini, temperature pri katerem je raztopina shranjena, pH 
raztopine, različne vrste topila, dodatek oksidanta in vpliv svetlobe. 
4.3.1 Koncentracija 
V načrtovani stabilnostni študiji nas je zanimalo, ali obstaja razlika v stabilnosti med bolj in manj 
koncentrirano infuzijsko raztopino, saj se v praksi pripravljata infuzijski raztopini z dvema 
različnima koncentracijama HCS (1 in 4 mg/mL). Zato smo preliminarno pripravili raztopine z 
0,1, 1,0 in 4,0 mg/mL (poglavje 3.3.3.1) in opazovali hitrost upada vsebnosti učinkovine pri sobni 
temperaturi, zaščiteno pred svetlobo. Rezultate teh meritev prikazuje preglednica XIV. Hitrejši 
upad smo pričakovali pri nižjih koncentracijah, saj literatura navaja hidrolizo kot najpogostejšo 
reakcijo razpada učinkovine, ki pa po navadi poteka hitreje pri bolj razredčenih raztopinah (66). 
Dobljeni rezultati so delno v skladu s pričakovanji, saj je pri raztopini s koncentracijo 0,1 mg/mL 
viden nekoliko hitrejši razpad, medtem ko pri koncentracijah 1,0 mg/mL in 4,0 mg/mL ni opazne 
razlike v deležu nespremenjene učinkovine po tem času. To potrjujejo tudi izračunane konstante 
reakcijske hitrosti upada vsebnosti HCS pri vseh treh koncentracijah. 
V nadaljevanju smo pri preučevanju vpliva temperature na hitrost razgradnje dodatno preverjali 
tudi stabilnost raztopin HCS pri teh treh koncentracijah, torej 0,1 mg/mL, 1,0 mg/mL in 4,0 mg/mL 
in opazili, da so pri 1,0 mg/mL in 4,0 mg/mL konstante reakcijske hitrosti primerljive, pri 0,1 
mg/mL pa nekoliko odstopajo v eno oz. drugo smer (preglednica XV). 
Preglednica XIV: Upad vsebnosti (%) pri različnih začetnih koncentracijah raztopin HCS 
pri sobni temperaturi, zaščiteno pred svetlobo 
konc. [mg/mL] 0 h 3,5 h 5,3 h 7 h 12 h 28 h k [h-1] 
0,1 100 98,1 97,2 94,8 93,8 90,6 0,003365 
1,0 100 99,1 98,8 97,1 95,8 92,3 0,002898 
4,0 100 98,7 98,1 97,1 95,2 92,2 0,002862 
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4.3.2 Temperatura 
Zanimalo nas je tudi, kako temperatura vpliva na hitrost razpada raztopin HCS, saj so pripravljene 
infuzijske raztopine lahko, še posebej v poletnem času, izpostavljene višjim temperaturam. Vpliv 
temperature smo opazovali pri raztopinah s koncentracijo HCS 0,1, 1,0 in 4,0 mg/mL (poglavje 
3.3.3.1) in pri temperaturah 4, 25 in 40 °C. Na sliki 11 je prikazan vpliv temperature na hitrost 
razpada HCS v raztopini s koncentracijo 1,0 mg/mL, kjer je razvidno, da temperatura v veliki meri 
vpliva na stabilnost učinkovine, saj pri 40 °C pade vsebnost HCS pod 80 % že po 20-ih urah, 
medtem ko pri 4 °C ne pade pod 95 % niti po približno 3 dneh.  
 
Slika 11: Vpliv temperature na upad vsebnosti HCS pri koncentraciji 1,0 mg/mL 
Na podlagi teh meritev smo z namenom kvantitativnega spremljanja stabilnosti določili tudi 
konstante reakcijske hitrosti 1. reda (preglednica XV). Iz preglednice je razvidno, da je hitrejši 
upad vsebnosti pri višji temperaturi, saj so največje konstante pri vseh treh koncentracijah pri 40 
°C , najmanjše pa pri 4 °C. 
Preglednica XV: Konstante reakcijske hitrosti 1. reda za raztopine HCS pri različnih 
koncentracijah in temperaturah  
konc. [mg/mL] k [h-1] pri 4 °C k [h-1] pri 25 °C  k [h-1] pri 40 °C 
0,1 0,000497 0,002160 0,005352 
1,0 0,000653 0,002404 0,004915 
4,0 0,000609 0,002431 0,004368 
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4.3.2.1 Arrheniusova enačba 
Arrheniusovo enačbo smo določili s pomočjo meritev pri treh temperaturah in na raztopinah s 
tremi različnimi koncentracijami HCS (preglednica XV). Primer Arrheniusove enačbe za najnižjo 
koncentracijo HCS je grafično predstavljen na sliki 12. Korelacijski koeficient je pri vseh treh 
koncentracijah visok (preglednica XVI), kar potrjuje veljavnost Arrheniusove enačbe za razpad 
HCS. Na podlagi Arrheniusovih enačb smo določili tudi aktivacijsko energijo (Ea), ki je med 42 
in 48 kJ/mol (odvisno od koncentracije učinkovine). Ea nam pove v kakšni meri vpliva temperatura 
na hitrost reakcije. Če imamo večjo Ea, pomeni da ima temperatura večji vpliv na hitrost reakcije. 
Določena Ea se nahaja med 40 in 150 kJ/mol, kar je značilno za hidrolize in za termično pogojene 
reakcije. Zato lahko na podlagi Arrheniusove enačbe s pomočjo ekstrapolacije napovemo hitrost 
reakcije pri različnih temperaturah in tako napovemo stabilnost HCS v odvisnosti od temperature. 
 
Slika 12: Primer Arrheniusove premice za raztopino HCS pri koncentraciji 0,1 mg/mL 
 
Preglednica XVI: Enačbe Arrheniusovih premic za HCS pri različnih koncentracijah 
konc. [mg/mL] Naklon Odsek  R2 Ea [kJ/mol] 
0,1 -5727,11 13,072 1,000 48,0 
1,0 -4885,79 10,321 0,999 42,6 
4,0 -4809,03 10,002 0,990 45,3 
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4.3.3 pH 
Hidroliza je reakcija, ki poteka hitreje v kislem in bazičnem mediju (64). V stresni študij smo že 
predhodno ugotovili, da je HCS zelo nestabilen v bazičnem in kislem mediju. Bazičnemu razkroju 
podleže hitreje, vendar ima tudi kisli medij velik vpliv na hitrost razpada HCS (preglednica XVIII). 
V okviru razvoja in optimizacije metode smo uporabili kislinske in bazične stresne vzorce (v 0,1 
M HCl oz. 0,1 M NaOH) in opazili, da se je videz raztopine spremenil takoj po dodatku kisline oz. 
baze. V kislih pogojih je nastala bela oborina, pri bazičnih pa se je raztopina obarvala rumeno 
(slika 13). Opazili smo tudi precejšen upad vsebnosti HCS pri obeh ekstremih pH vrednostih, v 
raztopini z 0,1 M NaOH po 24 urah smo zaznali zelo malo učinkovine. Sliki 27 in 28 ponazarjata 
kromatograme stresnih vzorcev po 24-urnem kislinskem in bazičnem razkroju. 
 
Slika 13: Vpliv močno kislega (sredinska merilna bučka) in močno bazičnega (desna 
merilna bučka) medija na stabilnost raztopin HCS pri sobni temperaturi v primerjavi z 
vzorcem, kateremu je bil dodan oksidant, ki je nespremenjenega videza (leva merilna 
bučka) 
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Zdravilu Solu-Cortef, ki vsebuje HCS, je dodan fosfatni pufer, ki vzdržuje pH v nevtralnem 
območju in tako podaljša stabilnost učinkovine (13). Zato smo eksperimentalno preverili, pri kateri 
vrednosti pH je raztopina HCS dejansko najbolj obstojna. V ta namen smo pripravili raztopine s 
pH med 2 in 8 (poglavje 3.3.3.2) ter koncentracijo HCS 1 mg/mL in proučevali upad vsebnosti 
HCS v izbranem časovnem obdobju. Pripravljenim vzorcem smo izmerili pH pred in po dodatku 
HCS. Do večje spremembe pH-ja je prišlo pri tistih raztopinah, kjer ima fosfatni pufer manjšo 
pufersko kapaciteto, torej pri pH-ju med 4 in 5 (preglednica XVII). Vsebnost učinkovine v 
odvisnosti od časa pri različnih pH prikazuje slika 14. 
Preglednica XVII: Sprememba vrednosti pH pufrskih raztopin po dodatku HCS 
pH vrednost pred dodatkom HCS pH vrednost po dodatku HCS 
1,99 2,06 
3,03 3,28 
4,01 5,03 
5,02 5,39 
6,02 6,03 
7,02 7,05 
7,97 8,00 
 
Slika 14: Stabilnost 1 mg/mL HCS v različnih pufrnih raztopinah, shranjenih pri sobni 
temperaturi 
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Slika 15 ponazarja pH profil učinkovine, kjer vidimo, da ima le-ta največjo stabilnost med pH 6 
in 7. Z višanjem pH oz. nižanjem pH stabilnost pada, pri nizkih vrednostih pH-ja je obsežen obseg 
pretvorbe, saj je že po 4 urah pri pH 2 in 3 vsebnost HCS pod 20 %. Posledica večje nestabilnosti 
pri pH 2 je opazna tudi organoleptično - po 2 urah shranjevanja je vidna bela oborina, ki je 
posledica nastanka netopnega razpadnega produkta.  
 
Slika 15: pH profil raztopine HCS s koncentracijo 1,0 mg/mL pri sobni temperaturi 
Vrednost pH je izjemnega pomena pri vodnih raztopinah, ko govorimo o stabilnosti spojine, saj 
pH določa v kakšni obliki se nahaja spojina v raztopini. Ko je pH raztopine enak pKa vrednosti 
spojine, je 50 % spojine v ionizirani in 50 % v neionizirani obliki. Da je spojina topna v vodi, mora 
biti v ionizirani obliki. Ker ima HCS karboksilno skupino v svoji strukturi, ima nizki pKa (3,66) 
(65), kar pomeni, da bo pri kislem pH-ju v neionizirani obliki in bo lahko prišlo do obarjanja 
spojine, kar smo tudi videli pri stresnem vzorcu z 0,1 M HCl in pri pH 2,0, kjer je nastala bela 
oborina.  
Preglednica XVIII prikazuje vsebnost HCS v bazičnem in kislem stresnem vzorcu ter v pufrnih 
raztopinah po enem dnevu na sobni temperaturi. Vidimo, da ima bazičen medij največji vpliv na 
hitrost razpada, vendar s povečanjem kislosti se prav tako povečuje hitrost razpada HCS.  Pri 
stresnem vzorcu z 0,1 M HCl dobimo rahlo večjo vsebnost, kot bi pričakovali, vendar glede na to, 
da prašek za pripravo raztopin HCS vsebuje poleg učinkovine tudi fosfatni pufer, je možno, da je 
pH te raztopine višji od pričakovanega, s čimer si lahko razlagamo počasnejši upad vsebnosti HCS 
pri tej raztopini v primerjavi z raztopino s pH 2,0. 
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Preglednica XVIII: Stabilnost HCS v pufrih ter kislih in bazičnih stresnih vzorcih po 1 
dnevu, shranjenih na sobni temperaturi 
  
0,1 M 
HCl pH=2,06 pH=5,03 pH=5,39 pH=6,03 pH=7,05 pH=8,00 
0,1 M 
NaOH 
vsebnost 
HCS [%] 19,6 3,1 41,5 60,2 98,6 96,1 77,6 1,8 
 
4.3.4 Topilo 
Voda kot topilo lahko izredno zmanjša stabilnost učinkovine zaradi potencialnih reakcij (predvsem 
hidroliza), ki potekajo v vodnem mediju (66). HCS se v zdravilu nahaja v liofilizirani obliki in se 
raztopina za injiciranje oz. infundiranje pripravi tik pred uporabo zaradi slabe stabilnosti 
učinkovine v vodi. To smo tudi sami potrdili, saj smo pripravili raztopino v MQ vodi in raztopino 
v topilu MQ voda:ACN=1:1 (poglavje 3.3.3.3) ter ugotovili, da je HCS bistveno bolj stabilen, če 
je raztopljen v topilu MQ voda:ACN = 1:1 kot pa v MQ vodi, tudi v primeru povišane temperature 
v organskem topilu, kar je razvidno iz slike 16. Na podlagi teh ugotovitev lahko zaključimo, da je 
v vodnih raztopinah HCS nestabilen in je v primeru uporabe vodnih raztopin potrebna stabilizacija 
z ustreznim pH.  
 
Slika 16: Vpliv topila na stabilnost raztopine HCS 
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4.3.5 Svetloba 
Svetloba lahko bistveno vpliva na stabilnost učinkovine, zato je pri oblikovanju zdravila 
pomembno ugotoviti, ali je učinkovina občutljiva na svetlobo, saj je v takem primeru potrebna 
ustrezna ovojnina in shranjevanje zdravila (69). Svetloba lahko povzroči fotolizo in/ali je lahko 
pomemben iniciator oksidacije. V okviru razvoja analizne metode smo kot stresni vzorec pripravili 
raztopino, ki je bila neposredno izpostavljena svetlobi (poglavje 3.3.1.1) in tako opazovali vpliv 
na pretvorbo učinkovine. Na kromatogramu smo že po enem dnevu opazili nastanek razpadnega 
produkta z retencijskim časom okoli 12 min, ki ga pri raztopini, zaščiteni pred svetlobo, nismo 
zaznali (slika 28). Obseg pretvorbe HCS v ta razpadni produkt je vendarle majhen, saj je 
učinkovina v 1 mg/mL vodni raztopini po 2 dneh izpostavljenosti svetlobi razpadla v primerljivem 
obsegu kot ko je zaščitena pred svetlobo (preglednici VIII in XIV).  Iz tega lahko ugotovimo, da 
HCS ni pomembneje občutljiv na vpliv svetlobe, kar potrjujejo tudi rezultati stabilnostne študije 
(slika 21). 
4.3.6 Oksidant 
V okviru razvoja metode smo pri stresnem testiranju opazovali kaj se zgodi z učinkovino pod 
vplivom oksidanta, natančneje, če dodamo 3 % H2O2 (poglavje 3.3.1.1). Po 1 dnevu smo opazili 
zelo velik upad vsebnosti učinkovine (skoraj 45 %), drugi dan pa je bil upad počasnejši, saj se je 
vsebnost HCS zmanjšala le za nadaljnjih 15 % (preglednica VIII). Na kromatogramih smo opazili 
nastanek razpadnega produkta (slika 29), ki je bil pri približno enakem retencijskem času (okoli 
12 min) kot razpadni produkt, ki je nastal pri raztopini, izpostavljenemu svetlobi (slika 28), kar 
nakazuje na to, da gre za razpadni produkt, ki nastane pri oksidacije HCS. 
4.4 Stabilnostna študija 
Osrednji del magistrske naloge je bil določiti stabilnost HCS v infuzijskih raztopinah, pripravljenih 
na enak način in v enaki obliki kot v bolnišnicah. Po tem, ko smo preverili vpliv različnih 
dejavnikov na stabilnost učinkovine v vodnih raztopinah, smo izvedli še stabilnostno študijo na 
infuzijskih raztopinah, pripravljenih kot opisano v poglavju 3.3.4. Zanimalo nas je, ali je razlika v 
stabilnosti infuzijske raztopine HCS: 
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- če se shranjuje pri sobni temperaturi ali pri 30 °C, 
- če je zaščitena ali izpostavljena svetlobi,  
- če je pripravljena v različnih koncentracijah učinkovine, 
- če je pripravljena v različnih medijih -  FR in GR. 
Kot smo pričakovali, smo že po enem dnevu opazili znaten upad vsebnosti učinkovine pri vseh 
pripravljenih infuzijskih raztopinah. Slika 17 prikazuje združene kromatograme HCS v FR, 
zaščitene pred svetlobo, ki so bili posneti v določenih časovnih točkah v enem dnevu. Očitno je, 
da se kromatografski vrh HCS zmanjšuje, hkrati se pa povečujeta kromatografska vrhova, ki 
predstavljata razpadna produkta te učinkovine. Za mejo sprejemljivosti smo postavili 5 % upad 
učinkovine, torej da je v pripravku še 95 % HCS glede na začetno časovno točko, ko smo infuzijsko 
raztopino pripravili. Stabilnost HCS pri posameznih pogojih je bolj podrobno opisana v 
nadaljevanju.   
 
Slika 17: Prekriti kromatogrami raztopin HCS za infundiranje v fiziološki raztopini 
znotraj enega dneva pri sobni temperaturi, zaščiteno pred svetlobo 
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4.4.1 Stabilnost učinkovine v pripravkih pri različnih pogojih shranjevanja 
4.4.1.1 Stabilnost učinkovine v pripravkih, ki so bili zaščiteni pred svetlobo 
Pri raztopinah, ki so bile zaščitene pred svetlobo in shranjene pri sobni temperaturi, nas je 
predvsem zanimalo, ali obstaja razlika med pripravki z različno koncentracijo HCS in različnim 
medijem za pripravo raztopin (slika 18). Po 12 urah je viden približno 3 %, po enem dnevu 
približno 5 % in po dveh dneh 10 % upad učinkovine v pripravkih, ki so bili zaščiteni pred 
svetlobo. Na grafu je vidna nekoliko večja stabilnost pri pripravku s koncentracijo 1 mg/mL v GR. 
Da bi se o tem prepričali, smo določili rok uporabnosti pripravljenim raztopinam na osnovi 
intervala zaupanja - z upoštevanjem spodnje meje intervala - in tako določili ter prišli do 
ugotovitve, da ima raztopina s koncentracijo 1 mg/mL v GR najdaljši rok uporabe, t. j. 24 ur, pri 
ostalih pa je krajši rok uporabe (do 22 ur). Vendar zaradi premajhnega števila meritev (meritve 
smo izvedli na le dveh paralelah vzorcev) ne moremo z gotovostjo trditi, da obstaja značilna razlika 
v stabilnosti med pripravki. 
 
Slika 18: Vsebnost HCS v pripravkih, ki so bili shranjeni pri sobni temperaturi (ST), 
zaščiteni pred svetlobo (sv) 
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4.4.1.2 Stabilnost učinkovine v pripravkih, ki so bili izpostavljeni svetlobi 
Študijo z raztopinami, ki so bili zaščiteni pred svetlobo in tistimi, ki so bili izpostavljeni svetlobi, 
smo izvajali hkrati, da bi dobili primerljive rezultate in se izognili vplivu ostalih dejavnikov, na 
katere nimamo vpliva. Slika 19 ponazarja rezultate meritev vzorcev, ki so bili izpostavljeni 
svetlobi. Glede na rezultate ni videti razlike v stabilnosti med pripravki, saj je vsebnost učinkovine 
v vseh pripravkih približno enaka. Razlika je vidna po treh dneh analize, vendar je takrat že 
vsebnost HCS pod 90 %, oz. pod postavljeno mejo sprejemljivosti 95 %. Tudi tem pripravkom 
smo določili rok uporabnosti, ki so sicer celo malo višji od tistih, katere smo določili raztopinam, 
zaščitenim pred svetlobo. Za raztopine s koncentracijo 1 mg/mL smo izračunali 26 ur, za raztopine 
s koncentracijo 4 mg/mL pa 24 ur. Čeprav smo pri teh raztopinah dobili nekoliko daljši rok 
uporabnosti, ne moremo z gotovostjo trditi, da je večja stabilnost kot pri pripravkih, ki so bili 
zaščiteni pred svetlobo, saj je razlika v rezultatih premajhna, imamo pa tudi manjšo število meritev.  
 
Slika 19: Vsebnost HCS v pripravkih, ki so bili shranjeni pri sobni temperaturi (ST) in 
izpostavljeni svetlobi (sv) 
86
88
90
92
94
96
98
100
0 10 20 30 40 50 60 70 80
v
se
b
n
o
st
 H
C
S
 [
%
]
čas [h]
1 mg/mL HCS v FR, pri ST, na sv 4 mg/mL HCS v FR, pri ST, na sv
1 mg/mL HCS  v GR, pri ST, na sv 4 mg/mL HCS  v GR, pri ST, na sv
meja sprejemljivosti
 48 
 
4.4.1.3 Stabilnost učinkovine v pripravkih, ki so bili izpostavljeni višji temperaturi 
Izvedli smo tudi študijo na raztopinah, katere smo shranjevali pri 30 °C. Kot pričakovano, je 
koncentracija učinkovine v teh raztopinah veliko hitreje upadala. Na sliki 20 je vidno, da je že po 
3 urah prišlo do približno 3 % upada učinkovine, mejo sprejemljivosti pa so nekatere raztopine 
dosegle že po 5 urah. Te rezultate potrjujejo tudi izračunani roki uporabnosti raztopin (5-7 ur). 
Vpliv temperature je očiten, kar pomeni, da v primeru priprave infuzijskih raztopin več ur pred 
uporabo in shranjevanjem pri malo višjih temperaturah, le-te ne bi bile primerne za uporabo, saj 
razpade značilen del učinkovine, tudi nad 5 %.   
 
Slika 20:  Vsebnost HCS v pripravkih, ki so bili shranjeni pri 30 °C, zaščiteni pred svetlobo 
(sv) 
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4.4.2 Vpliv svetlobe na stabilnost učinkovine 
Pri stresni študiji in pri preučevanju vpliva različnih dejavnikov na stabilnost raztopin HCS smo 
ugotovili, da pod vplivom svetlobe nastaja razpadni produkt, ki je verjetno posledica oksidacije. 
Zato nas je pri stabilnostni študiji zanimalo, ali ima kakšen vpliv na svetlobno stabilnost medij oz. 
koncentracija učinkovine. Zato smo te rezultate prikazali posebej, kar je vidno na sliki 21. Če 
pogledamo samo raztopine s koncentracijo 1 mg/mL oz. 4 mg/mL, shranjevane nezaščiteno oz. 
zaščiteno pred svetlobe, ni opaziti razlik v stabilnosti med njimi, kar pomeni, da svetloba pri sobni 
temperaturi nima vpliva na stabilnost HCS. Sicer smo že prej ugotovili, da pod vplivom svetlobe 
nastaja razpadni produkt, ki ima retencijski čas blizu HCS (slika 28), vendar le-ta nastaja tako 
počasi, da ga pri pogojih stabilnostne študije kromatografsko nismo zaznali. 
  
  
Slika 21: Vpliv svetlobe na stabilnost raztopin HCS 
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4.4.3 Vpliv temperature na stabilnost učinkovine 
Vpliv temperature je očiten pri vseh raztopinah. Upad vsebnosti pri 30 °C je približno trikrat 
hitrejši kot pri sobni temperaturi, kar je tudi vidno na sliki 22. Zaključimo lahko, da ima dvig 
temperature iz sobne na 30 °C znaten vpliv na stabilnost HCS pri obeh koncentracijah in 
uporabljenih medijih, kar pomeni, da je nadzor temperature, pri kateri so infuzijske raztopine 
shranjene, zelo pomemben. 
  
  
Slika 22: Vpliv temperature na stabilnost raztopin HCS 
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4.4.4 Vpliv medija za infundiranje na stabilnost učinkovine 
Vpliv topila smo prikazali tako, da smo zbrali rezultate meritev raztopin z enako koncentracijo 
HCS, ki so bili zaščitene pred svetlobo in shranjene pri sobni temperaturi. Na sliki 23 se vidi, da 
ni razlik med raztopinama v primeru koncentracije 4 mg/mL, pri koncentraciji 1 mg/mL pa se 
malenkost nižja stabilnost v FR pokaže šele po skoraj treh dneh.   
  
Slika 23: Vpliv medija za infundiranje na stabilnost raztopin HCS 
4.4.5 Vpliv koncentracije učinkovine na njeno stabilnost  
Koncentracija prav tako ne vpliva na stabilnost HCS v primeru FR, v GR pa je raztopina s 
koncentracijo 1 mg/mL nekoliko bolj stabilna, kar je zanimivo, saj smo pričakovali primerljivo 
stabilnost pri obeh koncentracijah (slika 24). Naši preliminarni rezultati pri sobni temperaturi 
namreč niso pokazali razlik med raztopino s koncentracijo 1,0 mg/mL in 4,0 mg/mL, hitrejši 
razpad smo zaznali le pri raztopini s koncentracijo 0,1 mg/mL.  
  
Slika 24: Vpliv koncentracije HCS na njegovo stabilnost v raztopini 
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4.4.6 pH vrednost infuzijskih raztopin po dodatku zdravilne učinkovine 
Ker je stabilnost HCS v veliki meri odvisna od pH-ja raztopine, smo po pripravi infuzijskih 
raztopin le-tem izmerili tudi pH. Izmerjene vrednosti so bile malo nad ugotovljenim optimalnim 
pH za stabilnost učinkovine, ki je med 6 in 7. V FR je bil pH nižji (7,04-7,26), v GR pa je bil v 
obeh primerih okoli 7,4, ki je idealen za i.v. uporabo, kjer je zaželen pH enak fiziološkemu zaradi 
manj bolečega injiciranja (preglednica XIX). Glede na rezultate stabilnostne študije nismo 
ugotovili, da bi ta majhna razlika v vrednosti pH infuzijskih raztopin imela znaten vpliv na 
stabilnost raztopin. V primeru, da bi bil pH uravnavan na optimalno vrednost s stališča stabilnosti, 
bi lahko bil rok uporabnosti raztopin daljši.  
Preglednica XIX: pH vrednost infuzijskih raztopin 
 Infuzijska raztopina pH 
1 mg/mL učinkovine v FR 7,04 
4 mg/mL učinkovine v FR 7,26 
1 mg/mL učinkovine v GR 7,42 
4 mg/mL učinkovine v GR 7,52 
 
4.4.7 Določitev roka uporabnosti raztopin za infundiranje 
Rok uporabnosti raztopin smo izračunali na osnovi intervala zaupanja meritev po Enačbi 7 
(poglavje 3.5.1) z upoštevanjem spodnje meje intervala. Dobljeni rezultati so prikazani v 
preglednici XX. Dobili smo krajše roke uporabnosti pri raztopinah, ki so bili shranjene zaščiteno 
pred svetlobo kot pri tistih, izpostavljene svetlobi, vendar roki uporabnosti ne odstopajo veliko 
(znotraj 8 %). Pri 30 °C pa smo po pričakovanjih dobili bistveno krajši čas, približno 3-4-krat 
krajši rok uporabnosti kot pri sobni temperaturi. Zaključimo lahko, da je HCS v raztopinah za 
infundiranje stabilna vsaj 22 ur pri sobni temperaturi, ne glede na izpostavljenost svetlobi, 
uporabljen medij za infundiranje in koncentracijo učinkovine, pri 30 °C pa je ustrezno stabilna le 
5 ur. 
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Preglednica XX: Izračunani roki uporabnosti HCS z upoštevanjem intervala zaupanja v 
raztopinah za infundiranje [h] 
 ST, zaščiteno pred 
svetlobo 
ST, nezaščiteno pred 
svetlobo 
30 °C, zaščiteno pred 
svetlobo 
1 mg/mL HCS v FR 23 26 6 
4 mg/mL HCS v FR 23 24 5 
1 mg/mL HCS v GR 24 26 7 
4 mg/mL HCS v GR 22 24 5 
 
Pred oktobrom 2018 je po navodilih Povzetka glavnih značilnosti zdravila veljalo, da raztopino 
lahko shranjujemo 12 ur pri sobni temperaturi, po spremembi le-tega pa Povzetek glavnih 
značilnosti zdravila priporoča pripravo raztopin tik pred uporabo (7). V bolnišnicah tako 
pripravljamo infuzijske raztopine s HCS tik pred uporabo in zdravilo apliciramo nekaj dni. Ker 
smo s stabilnostno študijo HCS v raztopinah za infundiranje ugotovili, da so pri sobni temperaturi 
raztopine stabilne najmanj 22 ur oz. samo 5 ur pri 30 °C, je potrebno po preteku tega časa pripraviti 
svežo raztopino za infundiranje. Naši rezultati hkrati kažejo na manjšo stabilnost HCS kot v članku 
(61), ki navaja, da so raztopine s koncentracijo 1 mg/mL v fiziološki raztopini pri 25 °C stabilne 
7-8 dni (10 % razpad HCS). 
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5  SKLEP 
Optimizirali in ovrednotili smo stabilnostno-indikativno analizno metodo za analizo 
hidrokortizonsukcinata z uporabo reverznofazne tekočinske kromatografije visoke ločljivosti. 
 Po preizkušanju izbranih kromatografskih metod iz literature smo najprimernejšo 
optimizirali, tako da smo dobili hitrejšo in hkrati učinkovito analizno metodo. 
 Z uporabo stresnih vzorcev smo v skladu s smernicami ICH določili stabilnostno-
indikativnost preizkušenih analiznih metod, izračunali masno bilanco in določili stopnjo 
razpada pod vplivom stresnih dejavnikov ter tako potrdili ustreznost izbrane metode za 
njen namen uporabe. 
 V skladu s smernicami ICH smo ovrednotili optimizirano analizno metodo in potrdili 
selektivnost, linearnost, ponovljivost, točnost metode, mejo zaznave, mejo določitve in 
stabilnost vodnih raztopin hidrokortizonsukcinata.  
Na osnovi rezultatov naše raziskave, pri kateri smo ugotavljali vpliv različnih dejavnikov na 
stabilnost hidrokortizonsukcinata, ki smo jo kvantitativno ovrednotili s konstantami reakcijske 
hitrosti 1. reda, lahko zaključimo: 
 Zaznali smo razpadni produkt, ki je nastal v 3 % H2O2 raztopini in pri izpostavitvi svetlobi, 
kar nakazuje na obstoj oksidacijskega produkta.  
 Pri stresnem testiranju smo ugotovili, da je hidrokortizonsukcinat najbolj občutljiv na 
bazičen medij. 
 Koncentracija hidrokortizonsukcinata (0,1, 1,0 in 4,0 mg/mL) ni imela večjega vpliva na 
njegovo stabilnost, nekoliko je odstopala le pri 0,1 mg/mL. 
 Na stabilnost hidrokortizonsukcinata je vplivala temperatura, boljša je bila pri nižjih 
temperaturah. Ugotovili smo zelo dobro skladanje z Arrheniusovo premico ter določili 
aktivacijsko energijo, ki je med 42 in 48 kJ/mol (odvisno od koncentracije učinkovine).  
 Določili smo pH profil hidrokortizonsukcinata v območju med 2 in 8 in ugotovili največjo 
stabilnost učinkovine pri pH med 6 in 7. Pri ekstremnih vrednostih pH smo poleg 
obsežnega razpada opazili tudi organoleptične spremembe raztopin. 
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 Topilo je imelo velik vpliv na stabilnost hidrokortizonsukcinata, ki je v vodnem mediju 
bistveno bolj nagnjen k razgradnji kot v organskem (50 % acetonitril).  
Izvedli smo stabilnostno študijo hidrokortizonsukcinata v raztopinah za infundiranje pri 
koncentracijah 1 in 4 mg/mL, z uporabo različnih medijev za infundiranje in pri različnih 
pogojih shranjevanja, ki posnemajo realne pogoje pri uporabi in prišli do naslednjih 
zaključkov: 
 Svetloba ni znatno vplivala na nestabilnost hidrokortizonsukcinata v raztopinah za 
infundiranje. 
 Temperatura je v veliki meri vplivala na stabilnost učinkovine. Ta je bila pri 30 °C bistveno 
slabša, saj je bila konstantna reakcijske hitrosti 3-krat višja kot pri sobni temperaturi. 
 Razlik v stabilnosti med raztopinami, ki so bili pripravljene s fiziološko raztopino in 
glukozno raztopino, nismo ugotovili. Ugotavljamo, da manjša razlika v vrednosti pH 
raztopin za infundiranje (7,0-7,5), ne vpliva na stabilnost hidrokortzionsukcinata. 
 Nekoliko višjo stabilnost smo zaznali pri glukozni raztopini s koncentracijo 1 mg/mL, 
medtem ko v fiziološki raztopini ni bilo zaznati razlik v stabilnosti med obema 
koncentracijama učinkovine. 
 Določen rok uporabnosti raztopin za infundiranje, ki so shranjene pri sobni temperaturi, je 
med 22 in 26 ur, medtem ko je rok uporabnosti raztopin, ki so izpostavljene temperaturi 30 
°C med 5 in 7 ur. Raztopine za infundiranje je zato smiselno pripravljati in uporabljati z 
upoštevanjem navodil, ki vključujejo rezultate naše stabilnostne študije.  
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Slika 25: Kromatogram raztopine HCS pri 60 °C po 24-urnem termičnem razkroju 
 
 
Slika 26: Kromatogram raztopine HCS po 24-urnem kislinskem razkroju 
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Slika 27: Kromatogram raztopine HCS po 24-urnem bazičnem razkroju 
 
 
Slika 28: Kromatogram raztopine HCS, izpostavljene svetlobi za 24 ur pri sobni 
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Slika 29: Kromatogram HCS v 3 % H2O2 raztopini po 1 dnevu, shranjeni pri sobni 
temperaturi 
 
 
 
